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RESUMO

No presente trabalho, foi feito um estudo da utilizagdo do gel polimérico
termossensivel poli(N-isopropilacrilamida) para a concentragdo das proteinas do
soro do leite. Para o estudo proposto, foi feita a sintese de uma matriz de géis,
variando-se a concentragdo de mondmeros totais e de agente reticulante. Os géis
foram caracterizados a partir do seu grau de expansdo massico e através de
calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria. Os géis foram utilizados para
a concentracido de proteinas do soro do leite. Para essa concentracdo, foram
estudadas as seguintes variaveis: concentracdo de mondmeros totais e de
reticulante, relacdo massa de gel / volume de solugéo de soro de leite e temperatura
de concentracdo. As variaveis-resposta foram o percentual de concentragcédo e a
seletividade. Foi feita uma simulagdo do processo de concentracido em ciclos de

concentracdo, em corrente cruzada.

Os géis foram sintetizados por copolimerizagdo por crescimento em cadeia, em
solugdo, via radicais livres, a partir do mondmero N-isopropilacrilamida, N,N’-
metilenobisacrilamida como agente reticulante, agua como solvente, e persulfato de
amoénio e metabissulfito de sédio como par redox iniciador. Foi sintetizada uma
matriz de onze géis de poli(N-isopropilacrilamida) com diferentes proporgdes de
mondmero e de agente reticulante. Todos os géis apresentaram comportamento
termodinamico de solugao critica inferior, com uma transicédo de fases descontinua
em torno de 32°C. Géis com maior concentracdo de mondmeros totais e/ ou com
maior concentracdo de agente reticulante apresentaram um menor grau de
expansao massico, em qualquer temperatura, como resultado do dominio do termo

elastico no comportamento termodinamico.



Os géis caracterizados por calorimetria exploratéria diferencial e por
termogravimetria apresentaram dois eventos de degradagdo, um em torno de 300°C
e outro em torno de 400°C, o primeiro deles atribuido ao reticulante. As temperaturas
de transicdo vitrea se situaram em torno de 150°C, e foi observado o significativo

efeito do reticulante na estrutura dos géis.

O gel 20x5, contactado com solugdes de soro de leite, a 5°C e a 20°C, foi capaz de
concentrar a solugao, em proteinas, em cerca de 10 a 33%, dependendo da relagao
massa de gel / volume de solugdo. A eficiéncia de separagao, para os diferentes
sistemas estudados, variou entre cerca de 40 e 80%. Os resultados foram discutidos
a luz da termodindmica de géis e através da correlagédo entre parametros de sintese
e estrutura do gel obtido. O gel 10x1 mostrou-se incapaz de concentrar a solugao de

soro de leite.

Os resultados obtidos para a concentracido de proteinas do soro do leite, utilizando-
se géis poliméricos termossensiveis de poli(N-isopropilacrilamida), mostraram que o
Processo Gel pode ser utilizado como uma alternativa vantajosa para tal separagao,

tanto do ponto de vista econdmico quanto ambiental.

Palavras Chave: Géis termossensiveis; Poli(N-isopropilacrilamida); Processos de

Concentragao; Proteinas do Soro do Leite.



ABSTRACT

In this work, the use of a temperature-sensitive polymer gel, Poly(N-
isopropylacrylamide) for the concentration of whey proteins was studied. For the
proposed study, a gel matrix was synthesized, by varying the total monomer and the
crosslinking agent concentration. The gels were characterized through swelling
measurements and by diferential scanning calorimetry and thermogravimetry. The
gels were used to concentrate whey proteins solutions. For this concentration, the
studied variables were: total monomer concentration, crosslinking agent
concentration, gel mass / solution volume ratio and concentration temperature. The
concentration percentage and the selectivity were determined. A simulation of the
concentration process, in concentration cycles, in cross-current operation, was

carried out.

The gels were synthesized by chain growth free radical solution copolymerization,
with monomer N-isopropylacrylamide, N,N’-methylenebisacrylamide as crosslinking
agent, water as solvent, ammonium persulphate and sodium metabissulfite as a
redox pair initiator. A gel matrix, consisting of eleven gels, was synthesized, with
different concentration of total monomer and crosslinking agent. All obtained gels
showed a lower critical solution temperature behavior, with a discontinuous phase
transition at around 32°C. Gels with larger concentration of total monomer and/or
crosslinking agent showed a lower mass swelling ratio, at all temperatures, as a
result of the predominance of the elastic contribution on the thermodynamics

behavior.



The gels, characterized by differential scanning calorimetry and by thermogravimetry,
showed two separate degradation events, one at around 300°C and the other at
around 400°C, the first one attributed to the crosslinking agent. The glass transition
temperatures were determined at around 150°C, and the significant effect of the

crosslinking agent in the gel structure was observed.

The gel 20x5, contacted with whey proteins solution, at 5°C and at 20°C, was
capable of concentrating the solution, in protein, from 10 to 33%, depending on the
gel mass / solution volume ratio. The separation efficiencies, for the different studied
systems, varied from around 40 to 80%. The results were discussed in the context of
gels thermodynamics and through correlations between synthesis parameters and
structure of the obtained gels. The 10x1 gel did not concentrate the whey proteins

solution.

The obatined results for the concentration of whey proteins solutions, by using
temperature-sensitive polymer gel, Poly(N-isopropylacrylamide), showed that the Gel
Process can indeed be used as an advantageous alternative for such separation,

either from an economic or from an environmental view point.

Keywords: Temperature-sensitive gels; Poly(N-isopropylacrylamide); Concentration

Process; Whey Proteins
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CAPIiTULO 1: INTRODUCAO

O leite apresenta-se como uma emulsao liquida em que a fase continua é formada
por agua e substancias hidrossoluveis, enquanto a fase interna, ou descontinua, é

formada, principalmente, por micelas de caseina e glébulos de gordura.

O soro, por sua vez, representa a por¢gao aquosa do leite que se separa do coagulo
durante a fabricagdo convencional de queijos ou da caseina. A sua composi¢ao é
basicamente de 94 a 95% de agua, 3,8 a 4,2% de lactose, 0,8 a 1,0% de proteinas e
0,7 a 0,8% de minerais. E um subproduto de relevante importancia na industria de
laticinios, tendo em vista o volume produzido e sua composi¢gdo nutricional. No
entanto, por décadas, essa parte do leite foi desperdicada pela industria de
alimentos. Somente a partir da década de 70, pesquisadores passaram a estudar

suas propriedades.

Estima-se que a produgdo mundial de soro de leite seja de 180 a 190 milhdes de
toneladas por ano. Cerca de metade do soro produzido é eliminada como efluente
em sistemas hidricos ou como adubo diretamente no solo, resultando em perda de
energia alimentar, e, ao mesmo tempo, em uma grande perda econémica. Quando
incorporado as aguas residuais dos laticinios, sem tratamento, o soro constitui a
principal fonte poluidora do meio ambiente gerada por esse setor; uma vez que a
carga poluente, representada pela Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), pode
chegar a 60.000 mg.0O,.L™". Esse poder poluente é cerca de 100 vezes maior que o
de um esgoto doméstico. A outra metade do soro produzido mundialmente é

processada em varios produtos alimenticios e farmacéuticos.



O desenvolvimento de novas tecnologias capazes de solucionar o problema do soro
do leite, além dos beneficios econdmicos e ambientais, pode contribuir para a
producdo de inovadores medicamentos e alimentos, pois ha cada vez mais
evidéncias de que o soro contém uma variedade de compostos capazes de gerar

beneficios para a saude.

Um dos componentes mais valorizados do soro do leite sdo as proteinas, também
conhecidas como “whey proteins”, por suas excelentes propriedades nutritivas,
tecnolégicas e funcionais. Porém, sua concentragao nesse liquido é pequena. Suas
propriedades nutritivas derivam da composicdo em aminoacidos, cujo perfil atende
ou supera todas as exigéncias qualitativas e quantitativas estabelecidas pela
Organizagdo Mundial da Saude. Dessa forma, pela elevada qualidade protéica, as
proteinas do soro podem ser utilizadas para aumentar o valor nutricional dos

alimentos usados na dieta humana.

Além das propriedades nutricionais, as proteinas possuem propriedades fisico-
quimicas, que proporcionam caracteristicas funcionais de grande interesse
tecnolégico como solubilidade, absor¢do e retengdo de agua e de gordura,
capacidade emulsificante e estabilidade das emulsdes, capacidade espumante e
estabilidade de espuma, gelificagdo, formacdo de filmes comestiveis e
biodegradaveis, formacao de microparticulas, melhoria nas propriedades sensoriais

e na aceitacado dos produtos.

Os processos convencionais disponiveis para concentrar as proteinas do soro do

leite, tais como filtragdo, centrifugagao, evaporacéo, secagem, ultrafiltracdo, osmose



inversa, tratamento térmico, fermentacao, desmineralizacéo e cristalizacao, sao, em
geral, caros, demorados e nao permitem trabalhar com grandes volumes. Assim, o
desenvolvimento de um método de concentragdo que seja rapido, econdmico e que

possa ser operado em grande escala é de extrema importancia.

O processo proposto neste trabalho baseia-se na utilizacdo de géis poliméricos
termossensiveis como solventes extratores. Esses géis tém a propriedade de se
expandir em temperaturas baixas, absorvendo agua e solutos de baixa massa
molecular, enquanto excluem as macromoléculas. Adicionalmente, eles podem ser
regenerados por um pequeno aumento na temperatura, que promove uma subita

contracdo dos mesmos, liberando solvente e solutos absorvidos.

Géis poliméricos tém sido amplamente utilizados em aplicacbes diversas,
especialmente como agentes de separacgéao e dispositivos de liberagao controlada de
medicamentos. O uso desses géis é diretamente dependente de sua estrutura,

obtida a partir da polimerizacao.

Dentre esses géis, destaca-se o Poli(N-isopropilacrilamida) — PNIPAAmM. O gel
PNIPAAmM é um hidrogel termossensivel. Pode ser obtido por copolimerizagédo em
solucdo, via radicais livres, e possui caracteristicas finais determinadas pelas

condicbes em que a sintese é realizada.

Dentro deste contexto, este trabalho visa desenvolver um procedimento simples
para a separagao das proteinas do soro do leite, sem alterar a conformacéo nativa

das mesmas, para que, posteriormente, possam ser usadas na producdo de dietas



enterais, suplementos esportivos, kit para determinacdo de massa molecular em
laboratérios de diagnéstico, dentre outros produtos. Além disso, ao permitir o
reaproveitamento das proteinas do soro do leite, o procedimento contribui para a

diminuigao da poluigao ambiental.

No capitulo 2, é apresentada uma Revisdo Bibliografica incluindo aspectos
importantes para o desenvolvimento do trabalho: polimeros; processo gel para
concentracdo de macromoléculas; soro do leite, com enfoque em proteinas do soro;
e métodos para obtencdo de concentrados protéicos. No capitulo 3 € descrita a
metodologia utilizada, de acordo com os objetivos propostos. No capitulo 4, séo
apresentados os resultados obtidos e é feita a discussdo dos mesmos. No capitulo
5, as conclusdes obtidas sdo apresentadas. No capitulo 6 sdo sugeridas atividades
para trabalhos futuros e, no capitulo 7, sao relacionadas as referéncias

bibliograficas.



CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, serdo abordados alguns conceitos importantes sobre polimeros,
incluindo géis poliméricos, géis responsivos e aplicagdes dos mesmos em diversas
areas, principalmente no processo de concentragdo de macromoléculas via gel
termossensivel. Sobre esse ultimo tema, € dada uma maior atengdo aos géis de
poli(N-isopropilacrilamida) usados no desenvolvimento do projeto. Além disso, é
apresentada uma revisdo da literatura sobre as caracteristicas do soro do leite,
dando énfase as proteinas do soro e as possibilidades de concentracéo, purificagao

e fracionamento do soro para obtencao dessas proteinas.

2.1 POLIMEROS

A palavra polimero origina-se do grego poli (muitos) e mero (unidade de repeti¢ao).
Assim, um polimero € uma macromolécula composta por muitas (dezenas de

milhares) unidades de repeticdo denominadas meros, conforme se pode observar na

Figura 2-1.
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Figura 2-1 - Sintese de um polimero a partir do seu respectivo monémero —
adaptado de MANO & MENDES (2004)



Atualmente, os polimeros apresentam uma vasta gama de possibilidades de
utilizacdo, dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas. Eles se dividem em
naturais e sintéticos. Os exemplos mais conhecidos de polimeros naturais sao a
borracha natural e a celulose. Ja dentre os polimeros artificiais, destacam-se o
polietileno, as poliamidas e os poliésteres, que sdo bastante utilizados na industria

quimica (GRULKE, 1994).

Quanto a disposi¢ao das unidades monomeéricas na cadeia polimérica, os polimeros
podem ser classificados como homopolimeros ou copolimeros. Os homopolimeros
sao aqueles que possuem unidades repetitivas semelhantes ao longo de toda
cadeia, enquanto os copolimeros sdo constituidos de duas ou mais unidades

monoméricas diferentes na cadeia polimérica (BILLMEYER, 1994).

Para a sintese de um polimero, as unidades monoméricas devem se ligar
quimicamente, através de ligagbes primarias intramoleculares. Ja a interagcédo entre
cadeias separadas ou segmentos de uma mesma cadeia polimérica é realizada por
forgcas intermoleculares, também chamadas de forgas secundarias, tais como

ligagdes de hidrogénio e for¢cas de Van der Waals.

A disposicao estrutural do polimero formado depende da funcionalidade do
mondmero envolvido na sintese. A funcionalidade é definida como o numero de
ligacdes possiveis que um monémero pode formar durante a reagcdo (RODRIGUEZ,

1982).



De acordo com a funcionalidade dos mondmeros envolvidos, a cadeia polimérica
formada pode ser linear, ramificada ou reticulada. Cadeias lineares sdo aquelas
constituidas apenas por uma cadeia principal continua, sendo formadas pela
polimerizagdo de monémeros bifuncionais. Ja as cadeias ramificadas apresentam
prolongamentos, longos ou curtos, derivados da cadeia principal. As cadeias
reticuladas, por sua vez, apresentam ligagdes covalentes cruzadas, unindo

diferentes cadeias poliméricas, formando uma estrutura em rede tridimensional.

Somente moléculas com funcionalidade igual ou maior que dois sao passiveis de
serem polimerizadas. Caso a funcionalidade seja maior que dois, podem ocorrer
ramificacbes e reticulacbes. Polimeros reticulados tendem a gerar redes
tridimensionais caso a reticulagdo seja suficiente para aproximar as moléculas,

permitindo que essas se liguem quimicamente por meio de ligagdes covalentes.

Além disso, os polimeros podem ser classificados de acordo com o arranjo dos
mondmeros na cadeia. Dessa forma, em relagao a configuragdo dos grupamentos
quimicos, pode-se dizer que os polimeros se dividem em isotaticos, ataticos e
sindiotaticos. Polimeros isotaticos possuem mondmeros bastante ordenados ao
longo da cadeia. Ja os polimeros ataticos sdo aqueles nos quais os monémeros
estdo dispostos de maneira aleatéria, ou seja, ndo ha sequéncia definida de
disposicado dos diferentes meros. Enquanto os polimeros sindiotaticos, por sua vez,
apresentam meros dispostos de forma alternada ao longo da cadeia (HIEMENZ,

1984).

Outra propriedade de fundamental importancia no estudo de polimeros trata-se do

comportamento em relagdo a temperatura. De modo geral, polimeros apresentam



duas temperaturas de transig&do: temperatura de transigdo vitrea (T4) e a temperatura
de fuséo (Tm). A T4 é definida como sendo a temperatura na qual a mobilidade das
cadeias € restringida, durante o resfriamento, devido ao aparecimento de forgcas
intermoleculares. Para temperaturas inferiores a Ty, 0o polimero se encontra no
estado de sdlido rigido, no qual as cadeias poliméricas nao apresentam mobilidade
significativa. J& a T, é a temperatura a partir da qual as cadeias poliméricas
apresentam maior movimentacao, sendo capazes de deslizar umas sobre as outras,
caracterizando o estado de liquido viscoso. Para temperaturas que se apresentam
entre a Tg e a Ty, 0 polimero se encontra no estado de borracha, apresentando
caracteristicas intermediarias entre liquido viscoso e sélido rigido, conforme se pode

observar na Figura 2-2 (SILVA, 2006).

T
“Melt”
Liquido Viscoso Tm
- Borracha
Tg
Solido Vitreo
ou
Parcialmente Cristalino
»

Massa Molar

Figura 2-2 — Representacao das transi¢coes de estado fisico de polimeros (SILVA,
2006)

A polimerizacdo é definida como sendo a reagdo, ou o conjunto de reacgdes, na qual
moléculas simples reagem formando um polimero. De acordo com a cinética de
reacao envolvida, a formagao de polimeros pode ocorrer de duas maneiras distintas:

crescimento em cadeia ou em etapas.



Durante o processo de formacao de polimeros, caracteristicas fundamentais, como a
massa molecular e a distribuicdo das cadeias, sao definidas. Dessa forma,
parametros que afetam a reagdo, como pureza dos reagentes, tipo e concentragao
dos iniciadores, temperatura, pH da solucéo e tempo da reagdo, sdo essenciais na
determinacado das propriedades finais do polimero formado. Além disso, eventos
como reacgoes laterais, transferéncia de cadeia e formacéao de ligagdes cruzadas séo
também determinantes para as caracteristicas do produto formado (SILVA FILHO,

2005).

A polimerizagao por crescimento em cadeia, também chamada de adi¢do, consiste
na formacdo de uma cadeia polimérica completa a partir da desestabilizacido da
insaturacdo de um mondmero e sua sucessiva reagao com outras moléculas de
mondémero. Nesse tipo de polimerizacdo, sdo formados poucos centros ativos,
fazendo com que sejam obtidos polimeros de alta massa molecular, mesmo com
uma baixa conversao. Assim, pode ser dividida em trés diferentes etapas: iniciacao,
propagacao e terminagdo. Na iniciagdo ocorre a formagao do centro ativo, enquanto
na propagacao a cadeia polimérica cresce até que ocorra o desaparecimento do
centro ativo na etapa de terminagcdo (RODRIGUEZ, 1982; SILVA FILHO, 2005). As
trés etapas constituintes da reacdo em cadeia apresentam mecanismos e
velocidades de reacao diferentes (BILLMEYER, 1994). Na Figura 2-3, tem-se uma

representacido do mecanismo de reacao em cadeia, via radicais livres.
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In = iniciador * = terminagdo por acoplamento

R*®= radicial livre %% = terminacdo por desproporcionamento
M = monémero

Figura 2-3 — Mecanismo de reagao em cadeia via radical livre — adaptado de MANO &
MENDES (2004)

Ja a polimerizagdo em etapas, também conhecida como condensacgao, é
caracterizada pela presenga de uma grande quantidade de centros ativos,
acarretando em formacao de varias cadeias pequenas. Consiste na sucessiva
condensacgao dos grupos funcionais reativos nos monémeros, através da eliminagéo
de moléculas de baixa massa molecular, como, por exemplo, a agua. Assume-se
que as espécies reativas presentes no meio reacional apresentam as mesmas
reatividades, independentemente da massa molecular, apresentando assim o
mesmo mecanismo de reagdo, o que faz com que todas as espécies sejam capazes
de reagir entre si. Assim, devido a existéncia de varios centros ativos, o monémero é
consumido muito rapidamente pelos diferentes centros, fazendo com que altas
massas moleculares sé sejam obtidas para uma elevada conversao (RODRIGUEZ,

1982; SILVA FILHO, 2005).

Além disso, a polimerizacdo pode ser diferenciada pelo mecanismo. Caso, no
mecanismo da reacao, ocorra a decomposicao do iniciador em radicais livres, diz-se

que o mecanismo de polimerizagao é via radicais livres. No entanto, se o iniciador se
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decompde em ions, 0 mecanismo é dito via ibnica, podendo ser catibnico ou
anionico dependendo do ion diretamente responsavel pela polimerizagao
(BILLMEYER, 1994). Tem-se, ainda, a polimerizacédo via catélise Ziegler-Natta, a

qual leva a formacgao de polimeros estereoespecificos.

Os processos de polimerizacdo podem ser divididos em massa, solugao, emulsao e
suspensdo. Os processos mais difundidos consistem na polimerizagdo em massa e

em solucaio.

A polimerizagdo em massa, também chamada de “bulk”, se baseia apenas no
aquecimento do monémero, na presenca do iniciador, dentro de um reator, nao
contando com a adigao de solventes. Apesar de apresentar um alto grau de pureza,
apresenta um elevado aumento de viscosidade com o decorrer da reagao, o que
dificulta a movimentacdo das moléculas dentro do reator. Desse modo, devido ao
carater exotérmico das reacdes de polimerizagao, pode ocorrer aumento demasiado
da temperatura do reator, causando inclusive a degradagédo do polimero. Portanto,
as reacgdes de polimerizagdo em massa sdo conduzidas a baixas temperaturas,

necessitando de um maior tempo para o término da reagao.

No caso da polimerizagdo em solugdo, o monémero, juntamente com o iniciador € 0
solvente, é introduzido no reator. O solvente deve ser capaz de dissolver totalmente
o mondémero envolvido na reacdo. Devido a presencga do solvente no meio reacional,
a viscosidade do sistema € menor, o que permite uma maior transferéncia de calor
entre os reagentes e o meio externo. No entanto, o uso de grandes quantidades de

solventes, que muitas vezes séo toxicos ou inflamaveis, exige um maior cuidado em
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relacdo a segurancga, além de exigir etapas subsequentes do processo para separar

o polimero formado e recuperar o solvente.

2.2 GEIS POLIMERICOS

O gel polimérico pode ser definido como uma rede polimérica, unida por ligagdes
cruzadas, que, quando imersa em solventes compativeis, se expande e retém o
solvente dentro de sua estrutura tridimensional, ndo se dissolvendo no mesmo,
devido a existéncia de interagdes intermoleculares e reticulagdes (SHIBAYAMA &
TANAKA, 1993; CUSSLER et al, 1993). Quando o meio de expansao do gel é

aquoso, ele é denominado hidrogel (WANG et al., 1993).

Assim, o gel polimérico consiste em uma rede polimérica tridimensional, formada por
uma estrutura composta por longas cadeias unidas por ligagdes cruzadas (SOUSA,
1993). A estrutura do gel varia de acordo com o tamanho de seus poros, podendo

ser microreticular ou macroreticular.

Géis com estrutura microreticular apresentam ligagbes cruzadas distribuidas de
maneira homogénea, ao longo da rede tridimensional. Essa estrutura se caracteriza
por apresentar poros menores, com um menor grau de expansao no solvente e uma
maior densidade de ligagdes cruzadas, o que confere ao gel uma maior rigidez

(SOUSA, 1993).

Ja a estrutura macroreticular, apresenta liga¢gdes cruzadas distribuidas de uma

forma mais heterogénea, com uma menor densidade de ligagbes. Isso implica em
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poros maiores € com uma estrutura mais flexivel, conferindo ao gel uma maior

capacidade de expanséo (SOUSA, 1993).

Uma das mais importantes propriedades dos géis poliméricos é o grau de expansao,
uma vez que outras propriedades, como permeabilidade a solutos dissolvidos,
cinética de expansao e caracteristicas mecanicas, sao diretamente influenciadas por
ele (GEHRKE, 1993; FREITAS & CUSSLER, 1987a; FREITAS & CUSSLER, 1987b;

SOUSA, 2006).

O grau de expansao pode ser expresso em termos massico ou volumétrico. O grau
de expansao massico (GEM) é definido pela razédo entre a massa do gel expandido

(MGE) e a massa do gel seco (MGS), conforme se pode observar na equagéao 2.1.

Mae

Mas (equacgéo 2.1)

GEM =

Ja o grau de expansao volumétrico (GEV) é dado pela razdo entre o volume do gel

expandido (VGE) e o volume do gel seco (VGS), de acordo com a equagéao 2.2.

GEV =%

Vs (equacgéo 2.2)

E importante ressaltar que essas medidas devem ser realizadas quando o gel ja tiver
atingido o equilibrio termodinédmico com o meio no qual estd em contato, de modo
que os potenciais quimicos do solvente dentro e fora do gel sejam iguais. Ao ter

atingido esse estado, o gel ndo apresenta mais variagdo de massa e de volume,
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caso as condi¢gdes da vizinhanga (temperatura, pH, campo elétrico, solvente) néo

sejam alteradas

O grau de expanséo varia com a estrutura do gel, com o tipo de solvente em contato
e com as variaveis do meio em que o gel se encontra. Os géis que sofrem variagéo
no grau de expansao de acordo com variaveis do meio, tais como temperatura, pH e

luz, sdo denominados géis responsivos (DUSEK, 1993).

Quando o gel esta em estado expandido, ocorre a formagéo de interagbes polimero-
solvente preferenciais como, por exemplo, ligagdes de hidrogénio. No entanto,
quando o gel atinge um estagio critico, caracterizado por uma transigao de fases,
passa para o estado contraido, havendo o rompimento das ligagdes polimero-
solvente, que sao substituidas pelas interagcdes polimero-polimero e solvente-

solvente.

2.3 TERMODINAMICA DOS GEIS

A termodinamica de géis descreve o fendmeno de expansao e contragdo quando um
gel polimérico é colocado em contato com um solvente (FREITAS, 1986). A
expansao do gel representa a afinidade de sua estrutura quimica com o solvente,
nao se dissolvendo nesse, apenas interagindo e o absorvendo. Durante a expanséo,
o gel tem seu volume aumentado, até que se atinja o equilibrio, no qual o potencial
quimico do solvente no gel e na vizinhanga se igualam, devido as interagdes gel-

solvente e a elasticidade da rede polimérica. Com a expansao da rede tridimensional
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do gel, ocorre o alongamento das cadeias poliméricas, o que gera uma forgca oposta

a expanséo (SILVA, 2006).

Do ponto de vista termodinédmico, o comportamento de expansao do gel deve ser
analisado em termos da energia livre de Gibbs (AG). Ja essa variagdo de energia
pode ser visualizada como a soma de dois termos: o termo de mistura (AGy), que
esta relacionado a interagao polimero-solvente, e o termo elastico (AGg), decorrente
da reacgao da rede do gel ocasionada pela expansao (SILVA, 2006). Dessa forma,
ao atingir o equilibrio termodindmico com o solvente, tem-se que a variagdo de
energia livre de Gibbs envolvida nesse processo deve ser nula, conforme equagéao

2.3.

AG = AGn + AGel = 0 (equacgao 2.3)

Quando o gel polimérico entra em contato com uma solugdo compativel, ele absorve
solvente e se expande, resultando em uma variagdo negativa da energia de Gibbs
de mistura. No entanto, as tensdes geradas devido a expansao da rede polimérica
fazem com que a contribuicdo elastica seja positiva. Dessa forma, o equilibrio
termodinamico sera atingido quando as duas contribui¢des, que sao opostas, se
anularem. Por sua vez, quando a contribuigao elastica se torna maior do que o termo
de mistura, ou seja, quando a forga oposta a expansao se tornar maior do que a
afinidade com o solvente, a energia de Gibbs se torna positiva, ocasionando a

contracao do gel e a consequente liberagdo do solvente que estava contido nele.
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2.4 GEIS RESPONSIVOS

Géis responsivos apresentam a capacidade de alterar suas propriedades de forma
reversivel a partir de um estimulo externo (IRIE, 1993). Entre os estimulos externos
mais comuns no estudo de géis responsivos destacam-se temperatura, pH,

composi¢ao do solvente, tensdo mecanica, campo elétrico e luz (DUSEK, 1993).

E importante ressaltar o carater reversivel dessas mudangas, que garante que o gel
possa repetir o ciclo expansdo-contracado uma série de vezes, apresentando um
elevado tempo de vida util. Experiéncias tém mostrado que a transicdo de fases do
gel, mantendo suas propriedades estaveis, é capaz de ser realizada mais de 500

vezes, para diversos tipos de géis responsivos (GEHRKE, 1993).

Em relacdo aos tipos de estimulos, os géis podem ser divididos em sensiveis ao pH,
sensiveis a luz, sensiveis a meios bioquimicos, sensiveis a outros estimulos e

termossensiveis.

Géis sensiveis ao pH sdo aqueles que apresentam grupos ionizaveis, uma vez que o
grau de ionizagao do gel, e sua consequente sensibilidade ao pH, é determinado por
esse parametro (SHIBAYAMA & TANAKA, 1993). Hidrogéis sensiveis ao pH
possuem grupos pendentes acidos, como acido carboxilico e acido sulfénico, ou
basicos, como sais de amdnio. Esses grupos pendentes podem ser receptores ou
doadores de prétons, de acordo com o pH do meio em que estéo inseridos (QIU &
PARK, 2001 apud SILVA, 2006). Géis que sofrem expansado no volume com o
aumento do pH sdo denominados géis polieletrdlitos anidnicos, enquanto que

aqueles que se expandem com a reducao do pH séao ditos polieletrdlitos catibnicos.
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Portanto, a quantidade de grupos ionizaveis do gel determina o grau de expansao

em um determinado pH.

Ja alguns géis apresentam mudangas em suas propriedades estimuladas pela
presenca de luz. Esse tipo de sensibilidade se demonstra bastante interessante pelo
fato de a luz sobre um gel poder ser colocada ou retirada instantaneamente, além de

sua intensidade poder ser facilmente controlada (SILVA, 2006).

Os géis sensiveis a meios bioquimicos sdo aqueles que apresentam um
comportamento de fase diferente frente a um tipo particular de molécula. Quando
essas moléculas entram na estrutura do gel, o elemento ativo, presente no interior
do gel, as converte em outras moléculas ou formam complexos, que sao capazes de
perturbar o equilibrio do gel, ocasionando a expanséo ou contragao de sua estrutura

(SHIBAYAMA & TANAKA, 1993).

Os géis sensiveis a outros estimulos, por sua vez, apresentam diferentes
comportamentos de fase frente a campos elétricos, tensbes mecanicas, entre outros
(SHIBAYAMA & TANAKA, 1993). Como exemplo, pode-se citar a aplicagdo em
liberagdo controlada de insulina, na qual uma mistura de gel com particulas
magnéticas vem sendo usada para liberar continuamente essa substancia, quando

sujeitos a um campo magnético (KOST & LANGER, 2001).

Um gel é dito termossensivel quando suas caracteristicas de expanséo e contragao
sdo fungcado da temperatura. De modo geral, esses géis apresentam uma grande

variagdo no grau de expansao volumétrico para variagdes relativamente pequenas
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na temperatura, constituindo a classe de gel mais estudada entre os responsivos

(FREITAS, 1986; FREITAS & CUSSLER, 1987a; FREITAS & CUSSLER, 1987D).

A Figura 2-4 mostra o comportamento de expansdo e contragdo do gel poli(N-
isopropilacrilamida) 8X1 em agua. Nota-se que o sistema apresenta uma mudanga
abrupta do grau de expanséo volumétrico com a temperatura, o que caracteriza um

gel termossensivel.
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Figura 2-4 — Representacdao do comportamento de expansao e contracao do gel
poli(N-isopropilacrilamida) 8x1 (FREITAS E CUSSLER, 1987)

Para que a sintese de um gel termossensivel seja possivel, € necessario que o
mondmero ou o0 agente reticulante apresente solubilidade capaz de variar com a
temperatura. Desse modo, buscando uma variagdo significativa do grau de
expansao com a variagcdo de temperatura, um dos componentes do gel deve ser

insoluvel acima ou abaixo de um ponto critico de temperatura. Portanto, o sistema
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deve apresentar uma temperatura critica inferior (LCST — lower critical solution
temperature) ou superior (UCST — upper critical solution temperature) (BROMBERG

& RON, 1998), conforme representado na Figura 2-5.

() Sistema LCST (©) Sistema UCST
T ‘ T TUma fase
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Figura 2-5 — Diagrama de fases para sistemas com temperatura critica de solugao: (a)
LCST e (b) UCST (SILVA, 2006)

Os géis que possuem comportamento LCST reduzem o volume com o aumento da
temperatura. Em temperaturas inferiores a temperatura critica inferior, as interacoes
polimero-solvente sao favorecidas, de modo que o polimero absorve solvente e se
expande, até que o equilibrio termodinamico seja atingido. Quando a temperatura é
aumentada para valores proximos a temperatura critica, ocorre uma alteracéo na
conformagao das cadeias poliméricas do gel, que passam de um estado solvatado,
com dispersdo aleatéria no solvente, para um estado globular, com maior
proximidade entre as cadeias poliméricas (OLIVEIRA, 1992). Nesse estado, o
polimero se torna hidrofébico, sendo rompidas as ligagbes de hidrogénio entre
polimero e solvente, enquanto as interacdes polimero-polimero e solvente-solvente
passam a ser predominantes. Dessa forma, as cadeias poliméricas se atraem,

acarretando a contracao do polimero e a consequente liberacdo do solvente.
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Ja os géis que apresentam temperatura critica superior possuem um comportamento
oposto, se contraindo com a reducio de temperatura. Abaixo da temperatura critica,
o polimero se comporta como hidrofébico, ndo absorvendo agua. Ja acima dessa
temperatura, as cadeias poliméricas interagem com a agua, permitindo que essa

entre na rede tridimensional do gel, acarretando sua expanséo.

Logo, a contragado da estrutura polimérica do gel pode ser atribuida a mudanga do
carater hidrofilico das cadeias poliméricas quando o sistema atinge a temperatura
critica. Na temperatura critica, as cadeias se tornam hidrofobicas, ocorrendo a
contragcdo do gel e tornando a separagao de fases termodinamicamente favoravel

(AG<0).

A variacdo da energia livre de Gibbs é dada pela variagcdo da entalpia menos o
produto da temperatura absoluta vezes a variacdo de entropia do sistema, conforme

equacgao 2.4 (SMITH et al., 1997).

AG = AH - TAS (equacao 2.4)

Para os sistemas LCST, a separagao de fases ocorre com o0 aumento da
temperatura, que, por sua vez, aumenta a entalpia e a entropia do sistema. Logo,
para que a energia livre seja negativa e, consequentemente, a separagédo de fases
seja favoravel, a contribuicdo entropica deve ser, em modulo, superior ao termo
entalpico. Portanto, a separagao de fases em sistemas LCST se caracteriza por um

comportamento essencialmente entrépico.
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Ja em sistemas UCST, a separacdo de fases ocorre com a diminuicdo da
temperatura, que implica numa diminuicdo da entalpia e da entropia do sistema.
Assim, para que a separagdo de fases seja favoravel termodinamicamente, é
necessario que o termo entalpico seja maior que a contribuicdo entrépica, o que
demonstra que o comportamento de sistemas com temperatura critica superior se

baseia em um comportamento essencialmente entalpico.

E importante ressaltar que cada sistema gel-solvente apresenta um valor especifico
de temperatura critica. O valor da temperatura de transicdo esta diretamente
relacionado com a intensidade da interagcdo entre o polimero e o solvente. Uma
maior a magnitude de interagdo, implica em maiores e menores temperaturas

criticas para sistemas LCST e UCST, respectivamente.

No entanto, atualmente, existem estudos que visam modificar a temperatura de

transicdo de géis termossensiveis, com o intuito de viabilizar um uso especifico.

A presenca de eletrdlitos na solugdo é um dos fatores capaz de modificar a
temperatura de transicao de um sistema gel-solvente. Em solugdes salinas, por
exemplo, ocorre uma competicao entre os eletrélitos e o polimero pela interagdo com
o solvente. Dessa forma, a interagdo polimero-solvente é desfavorecida, o que
contribui para o aumento da intensidade das interacbes polimero-polimero. Assim,
para um sistema LCST, a temperatura de contragao do gel diminuira, sendo menor a

temperatura de contragao do sistema (FREITAS, 1986).



22

Outro exemplo de variagcdo da temperatura de transicido de polimeros trata-se da
copolimerizagao com polimeros especificos. O uso de comondémeros hidrofilicos, na
reacdo com polimeros de comportamento LCST, aumenta a temperatura critica,
enquanto comondémeros hidrofdbicos causam efeito contrario, diminuindo a

temperatura de transigédo de fases (EECKMAN et al., 2004).

2.5 APLICAGOES DE POLIMEROS E DE GEIS POLIMERICOS

Atualmente, polimeros e géis vém se destacando no ambito académico e industrial
como uma nova classe de materiais, que apresentam caracteristicas diferentes dos
materiais convencionais. Por apresentarem ampla versatilidade e propriedades
diferentes dos materiais comumente usados, polimeros e géis vém substituindo

materiais sélidos e liquidos tradicionais, suprindo suas limitacoes.

A possibilidade de absor¢ao de grande quantidade de agua, assim como o carater
responsivo dos géis frente as variagbes do meio em que estdo inseridos vém
contribuindo para a utilizagdo dos géis em diversas aplicagdes, como, por exemplo,
em processos de concentragdo e purificacdo de solugbes de macromoléculas
(FREITAS & CUSSLER, 1987b), dispositivos de liberagdo controlada de
medicamentos e usos diversos na area médica (SILVA, 2006). Essas aplicagbes

serao mais bem detalhadas nos subitens subsequentes.

2.5.1 AREA MEDICA

Os polimeros e géis poliméricos apresentam vasta aplicagdo na medicina, sendo

realizados varios estudos que visam encontrar novas aplicacbes para esses
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materiais, assim como otimizar os usos comumente disseminados. Materiais
utilizados na area médica sdo geralmente conhecidos como biomateriais. Como
principais aplicagdes de polimeros em dispositivos médicos e farmacéuticos,

destacam-se lentes de contato e materiais para implantes.

Entre as principais propriedades desejadas para o uso de um biopolimero na area
médica, destacam-se durabilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. A
durabilidade e biocompatibilidade s&o necessarias para que a aplicagdo seja
confiavel, duradoura e néo prejudique o organismo, ou seja, hdo apresente carater
téxico. Ja a biodegradabilidade se torna importante para impedir uma cirurgia
posterior para retirar o material, caso esse nao fosse capaz de se degradar
naturalmente dentro do organismo. Dessa forma, os custos sdo reduzidos, assim

Como O risco ao qual o paciente é exposto.

Em relacdo aos géis poliméricos convencionais, os sintetizados a partir de
mondmeros como acrilamida (AAm) e hidroxietiimetacrilato (HEMA), vém se
mostrando biocompativeis e sendo utilizados como curativos para queimaduras e
lentes de contato. Além disso, géis também estdo sendo estudados para uso como
tecidos de implantes animais, que possibilitariam o futuro uso como implantes em

humanos (GOMBOTZ & HOFFMAN, 1986).

Ja os géis sintetizados a partir da N-isopropilacrilamida estdo sendo aplicados na
biomedicina como superficie de cultura celular. Quando introduzido em um tecido de
cultura, o PNIPAAmM tem comportamento diferenciado de acordo com a temperatura

do sistema. Caso a temperatura seja superior a temperatura critica inferior, o gel se
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torna hidrofébico, se aderindo ao substrato e permitindo a proliferacdo celular. No
entanto, caso a temperatura atinja valores inferiores a temperatura critica inferior, o
gel se torna hidrofilico, fazendo com que as células se separem do substrato

(KLOUDA & MIKOS, 2008).

O uso de géis poliméricos na liberagédo controlada de farmacos visa otimizar a forma
de administracdo de novos medicamentos. Por forma de administracédo, entende-se
a forma pela qual a substancia é introduzida e liberada no organismo. Mundialmente,
0os novos meios de administracdo sdo conhecidos como sistemas de liberacéo

controlada de medicamentos (DDS — Drug Delivery Systems) (SILVA, 2006).

Estes sistemas objetivam a liberagdo do agente farmacoldgico de maneira previsivel,
visando manter um nivel constante da substancia no organismo. Isso n&o acontece
com os métodos convencionais, como a administracdo por via oral ou intravenosa,
nos quais a concentragdo do farmaco na corrente sanguinea aumenta quando o
medicamento € ingerido, e, apds certo tempo, diminui para valores inferiores aos

recomendados, sendo necessdria uma nova dosagem.

Para valores de concentragao superiores a uma concentragdo maxima, a substancia
ativa passa a ter efeito toxico no organismo. Desse modo, pelos métodos
tradicionais, com o intuito de manter a concentragcédo da droga entre o nivel téxico e o
nivel minimo de efeito, sdo necessarias varias dosagens. No entanto, com a
utilizacdo do DDS, é possivel manter a concentracdo do farmaco dentro do nivel
terapéutico, conforme se pode observar nas curvas farmacocinéticas representadas

na Figura 2-6, permitindo uma maior eficacia do tratamento (SILVA, 2006).
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Figura 2-6 — Representacao esquematica da curva farmacocinética: (a) método

tradicional e (b) D

DS (SILVA, 2006)

Um agente ativo pode ser liberado, utilizando-se géis poliméricos, a partir de

diferentes mecanismos controladores da liberagdo (LANGER & PEPPAS, 2003). Os

mecanismos controladores para os diferentes tipos de sistemas estao representados

na Tabela 2-1.

Tabela 2-1 - Tipos de sistemas de liberacao controlada de medicamento e seus

mecanismos controladores da taxa de

liberagao — adaptada de SILVA (2006)

Tipo de Sistema

Mecanismo Controlador da
Taxa de Liberagao

Controlado pela Difusédo

Dispositivos por reservatorios
(membranas)

Difusdo através da membrana

Dispositivos monoliticos

Difusdo através do seio
polimero

(bulk) do

Controlado pela Penetragéo de Agua

Sistema osmético

Transporte osmoético da agua através de
uma membrana semipermeavel

Sistema por expansao

Penetragdo de agua em um polimero
seco

Controlado Q

uimicamente

Sistemas monoliticos

Por erosdo ou pela combinagdo de
erosao com difusédo

Sistemas com grupos pendentes

Combinagao entre a hidrélise do grupo
pendente e a difusdo através do

polimero
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2.5.2 PROCESSO DE CONCENTRAGAO DE MACROMOLECULAS VIA GEL

TERMOSSENSIVEL

As técnicas mais tradicionais na separagao de proteinas de solugdes bioldgicas séo
cromatografia, precipitacdo, ultrafiltragao, cristalizacédo e evaporagdo a vacuo. No
entanto, essas técnicas apresentam um elevado custo envolvido, demandam muito
tempo e normalmente sio utilizadas em pequena escala. Dessa forma, buscando
aprimorar o processo de separagao, novas alternativas vém sendo desenvolvidas,

entre elas o uso de géis poliméricos.

O processo de separacgao utilizando géis poliméricos, também chamado de processo
gel, proposto por Freitas e Cussler (FREITAS, 1986; FREITAS E CUSSLER, 19873;
FREITAS E CUSSLER, 1987b) se baseia na elevada capacidade de absorcao de
agua dos géis, no seu comportamento termodindmico e na sua seletividade.
Hidrogéis termossensiveis sdo capazes de absorver varias vezes seu peso em agua,
absorvendo solvente e excluindo solutos de alta massa molecular, como as
proteinas. Além disso, os géis termossensiveis apresentam estrutura estavel e
comportamento termodindmico caracterizado por uma transicdo de fases, que

permitem a reutilizacdo em varios ciclos de separagao (FREITAS, 1986).

Na Figura 2-7 tem-se um esquema simplificado do processo gel. Inicialmente,
pequenos granulos do gel seco sao adicionados a solugao que se deseja concentrar.
A concentragao inicial de macromoléculas na solugéo € C;, estando a solugao sujeita
a uma temperatura inicial T;. Ao entrar em contato com a solugdo, o gel polimérico se

expande, absorvendo preferencialmente o solvente em detrimento ao soluto. A
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solugdo resultante, agora com uma concentragao C;, maior que C;, é separada do
gel expandido por filtragdo. O gel expandido € submetido a um pequeno aumento de
temperatura, até atingir uma temperatura final T;, 0 que causa sua contragédo e a
consequente liberacdo do solvente absorvido. Novamente é realizada uma filtracao,
que separa o gel do solvente retirado. Feito isso, o gel pode ser novamente utilizado

no processo, por um grande nimero de vezes.

Gel Seco m
® Expansao
l | | do Gel
0 Rl ) R

Solugao Inicial G Separagao

O Aguecimento \i %
Gel recuperado Q
@ Gel expandido

solvente Retirado

Solugao
Concentrada Cs

Figura 2-7 — Diagrama do processo de separacao via géis termossensiveis (FREITAS,

1986; MIRANDA, 1990; CORREA, 2009)

O processo gel combina o comportamento de fases do gel, responsavel pela
variagdo abrupta do volume com a temperatura, com a seletividade necessaria para
impedir a entrada de moléculas do soluto em sua estrutura de rede tridimensional. A

seletividade do gel pode ser melhorada a partir da sintese de um gel com uma
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estrutura microreticular, que apresenta poros menores e uma maior quantidade de
ligagbes cruzadas. Além disso, a seletividade também €& funcdo da interagao
polimero-solvente, de modo que o gel seja capaz de separar substancias de

tamanhos similares, mas com diferentes afinidades com o polimero.

A eficiéncia (n), do processo de separagdo pode ser obtida pela razdo entre a
diferenca de concentracido observada e a diferenca maxima de concentracdo ACmax.
A diferenca de concentragdo observada (AC) é dada pela diferenca entre a
concentragéo final (Cs) e a concentracéo inicial (C;), enquanto a diferenga maxima de
concentragdo (ACnax) € obtida considerando que todo soluto presente na solugéo
inicial fique na solugéo concentrada, ou seja, a expansao do gel ocorre somente pela

absor¢ao do solvente, conforme se pode observar na equagéao 2.5 (FREITAS, 1986).

AC Cr/C)—-1
n=——-x100= G/

= x100
ACrnax (Vi sor/ \if sop)— 1

(equacgéo 2.5)

Sendo Viso 0 volume da solugdo antes da introducéo do gel e Vi 0 volume da

solucao depois da introducéo do gel.

Entre as vantagens do processo gel, pode-se citar a possibilidade de ser utilizado
em larga escala, além de n&o requerer equipamentos complexos e caros.
Adicionalmente, trata-se de um método de separacao rapido, capaz de manter as
propriedades fisico-quimicas e biolégicas do soluto, que permite a recuperacéo do
gel ao final do processo de separagao (FREITAS, 1986; FREITAS & CUSSLER,

1987a).
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Como exemplo de aplicagdo, géis poliméricos termossensiveis ja foram empregados
para a concentragcdo de urina, visando a obtencao de calicreina humana em grande
escala. A eficiéncia de separacao foi bastante alta, quando comparada aos outros
métodos comumente utilizados, ndo havendo alteracdo na atividade especifica da

calicreina apos o processo de separagao (MIRANDA, 1990).

Outra aplicagédo atual do uso de géis poliméricos consistiu na remogéao do azul de
metileno de solugcdes aquosas. O azul de metileno trata-se de um efluente produzido
por industrias, como, por exemplo, a téxtil, e que, ao ser descartado em rios e lagos,
modifica o ecossistema. Utilizou-se o gel poli(N-isopropilacrilamida)/Humato de sédio
(SH) e a capacidade maxima de absorgdo encontrada foi de 10,8 mg de azul de

metileno por grama de gel (Yl et al., 2008).

2.6 GEL POLI(N-ISOPROPILACRILAMIDA)

Os géis termossensiveis mais estudados atualmente sdo os derivados da acrilamida

(FREITAS, 1986), que apresentam a estrutura representada na Figura 2-8.

Denvados das Acrilanudas

CH;—CR
C=0
N—FR'
RI n
R=H,CH;

R'.R"=H. CHz, C:H;s, C3H7, et

Figura 2-8 — Férmula estrutural dos derivados da acrilamida — adaptado de SILVA
(2006)
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As poli(acrilamidas) sdo polimeros amorfos, soluveis em solventes polares, como,
por exemplo, a agua. Entre os polimeros derivados da acrilamida, a poli(N-
isopropilacrilamida) — PNIPAAm trata-se de um dos mais estudados (OOYA et al.,
2005). O PNIPAAmM pode ser obtido pela substituigdo de um dos hidrogénios da

acrilamida por um grupo isopropil (CsH>).

O gel PNIPAAm foi sintetizado pela primeira vez por Freitas (FREITAS, 1986),
apresentando estrutura de acordo com a Figura 2-9. Consiste em um hidrogel
termossensivel, com temperatura critica inferior de aproximadamente 33°C. Assim,
para temperaturas menores que a temperatura critica, o gel se encontra no estado
expandido, quando em contato com a agua. Com o aumento da temperatura para
acima da LCST, o gel sofre uma contracéo subita, liberando o solvente que estava

contido em sua estrutura tridimensional.

Poli(N-1soproprilacrilanuda)

-{—C‘I—IZ—CIH ¥
C=0
|
ll‘lH
CE
H:C CH;

Figura 2-9 — Férmula estrutural da poli(N- isopropilacrilamida) — adaptado de SILVA
(2006)

A poli(N-isopropilacrilamida) pode ser sintetizada a partir de reagbes de
copolimerizacdo em solugao, por crescimento em cadeia, via mecanismo de radicais
livres. Os mondmeros utilizados na reacdo de polimerizagcdo sao N-
isopropilacrilamida, (NIPAAm) e o agente reticulante, sendo o N,N’-

Metilenobisacrilamida (MBAAmM) um dos mais utilizados, representados na Figura
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2-10. Os iniciadores empregados sao o persulfato de aménio (AP) e metabissulfito

de sédio (SM) (SILVA FILHO, 2005).

H
|
*]l Hzc=c—?=o
HzC=C—(|2=O NH
|
';IH H—(lJ—H
H—(IJ—CH; NH
|
CH; 0=C—C=CH2

(a) (b)

Figura 2-10 — Férmulas estruturais: (a) Mondémero vinilico N-isopropilacrilamida
(NIPAAm) e (b) Monémero divinilico (agente reticulante) N, N’- metilenobisacrilamida
(MBAAm) (SILVA FILHO, 2005)

A transicdo do gel entre os estados expandido e contraido é proveniente do
balanceamento entre os grupos hidrofébicos e hidrofilicos existentes na estrutura do

gel (DIEZ-PENA et al., 2002).

A temperatura ambiente, o PNIPAAm é capaz de absorver cerca de 30 vezes seu
peso em agua. No entanto, parametros de sintese, tais como o aumento na
concentragao total de monémeros e de agente reticulante, gera géis mais rigidos,

que apresentam um grau de expansio menor.

2.7 CARACTERIZACAO DOS GEIS VIA ANALISE TERMICA

A andlise térmica representa um conjunto de técnicas que possibilitam a medida de
uma propriedade fisica de uma substancia ou de seus produtos de reagdo em

funcdo da temperatura (SOUSA, 1997).
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Os métodos térmicos sao amplamente utilizados na caracterizagdo de materiais e no
controle de qualidade, uma vez que possibilitam a verificacdo de importantes

propriedades do material analisado (SKOOG et al., 2001).

A Tabela 2-2 mostra as diferentes técnicas de analise térmica utilizadas para se

estudar diferentes propriedades fisicas.

Tabela 2-2 — Propriedades analisadas em diferentes técnicas de Analise Térmica
(SKOOG et al., 2001)

Propriedade Fisica Técnica
Massa Termogravimetria (TG)
Temperatura Andlise Térmica Diferencial (DTA)
Entalpia Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Caracteristicas Andlise Termomecénicas (TMA)

Mecanicas Analise Termomecanica Dinamica (DMA)
Caraqter Isticas Medidas Termoelétricas
Elétricas
Caracterlfstlcas Medidas Termomagnéticas
Magnéticas

Neste trabalho, as duas propriedades que serdo analisadas sdao a massa e a
entalpia. Assim, consideragdes a respeito das técnicas de Termogravimetria (TG) e

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) serao feitas a seguir.

2.7.1 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é uma técnica térmica na qual as
diferencas no fluxo de calor na substancia e na referéncia sdo medidas como uma
funcdo da temperatura da amostra, enquanto as duas sao submetidas a um

programa de temperatura controlada (SKOOG, 2001).
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Nesta técnica registra-se a entalpia da amostra em fungdo da temperatura. Durante
o0 aquecimento, amostra e referéncia sdo mantidas a mesma temperatura e a
entalpia é obtida pela diferenga entre a quantidade de energia fornecida a cada uma
delas. Assim, quando ocorre uma transi¢cao térmica na amostra, ou seja, uma
mudanga quimica ou fisica que resulte na emissdo ou absorgdo de calor, energia
térmica é acrescentada a amostra ou a substancia de referéncia com o intuito de
manté-las a uma mesma temperatura. Desse modo, ja que a energia adicionada
corresponde a energia referente a transicdo térmica, obtém-se os valores de

variagado de entalpia da amostra naquela determinada transicdo (GRULKE, 1994).

A DSC é capaz de registrar todos os eventos térmicos, incluindo as reagdes
quimicas, transicoes fisicas, liberacdo de deformacgdes, perdas por volatilidade e
decomposicdo. Pode ser utilizada para medir a temperatura de transicdo vitrea (Tg)
de uma substancia. Na curva térmica da transigéo, a T4 corresponde a temperatura

do ponto de inflexdo (GRULKE, 1994).

2.7.2 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

Em uma analise termogravimétrica, a massa de uma amostra em uma atmosfera
controlada é registrada continuamente como uma fungdo da temperatura ou do

tempo a medida que a temperatura da amostra aumenta (SKOOG, 2001).

A termogravimetria deve ser empregada em processos que envolvam uma mudanga
na massa da amostra. Essas mudancas podem ocorrer pela perda de um

componente volatil ou entdo pela degradagao do material. Assim, a técnica nao nos
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indica pontos de mudanca de estado fisico, uma vez que nessas transi¢gdes nao

ocorrera variagéo de massa (SKOOG, 2001).

A TG pode ser aplicada para determinacao de pureza, teores de umidade, volateis e
residuos, composi¢ao de blendas e copolimeros, estudo da decomposicédo térmica
de substancias ou materiais, eficiéncia de retardantes de chama e antioxidantes,

estudos cinéticos e curvas de adsorgao e de absorgao (SOUSA, 1997).

2.8 SORO DO LEITE

O leite, produto de secregdo das glandulas mamarias, € um fluido viscoso,
constituido por uma fase liquida e particulas em suspensao, formando uma emulsao
liquida, estavel em condi¢ées normais de temperatura ou de refrigeragao, na qual a
fase continua é formada por agua e substancias hidrossoluveis. Ja a fase interna,
também denominada descontinua, é constituida por micelas de caseina e glébulos
de gordura. Possui elevado valor nutritivo, sendo uma das principais fontes de
proteinas na alimentagdo de animais jovens e de humanos de todas as idades

(SGARBIERI, 2005).

Do ponto de vista comercial e industrial, o leite bovino é o que apresenta uma maior
importancia, sendo composto por 87,3% de agua e 12,7% de sdlidos totais. Entre os
12,7% de sdlidos totais, tem-se 3,3 a 3,5% de proteinas totais, 3,5 a 3,8% de

gordura, 4,9% de lactose, 0,7% de minerais, além de vitaminas (SGARBIERI, 2005).

O Brasil é o sexto maior produtor mundial de leite bovino, apresentando um aumento

anual da producgédo de aproximadamente 4%. De modo geral, 35% da producdo de
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leite sdo destinados a fabricagdo de queijos, principalmente mussarela, prato e

minas frescal (BEHMER, 1986 apud SERPA et al., 2009).

A producao anual de queijo € de 488 mil toneladas, segundo a Associagao Brasileira
das Industrias de Queijo (ABIQ). Em média, dez litros de leite produzem cerca de um
quilograma de queijo e nove litros de soro (BALDASSO, 2008). Este subproduto é
um liquido quase opaco de cor branca a amarelada, sabor e odor lacteos
caracteristicos. Pode também ser chamado de soro de queijo ou lacto-soro, sendo
resultado da precipitagdo de gorduras e caseinas do leite, durante a fabricagcéo de

queijos ou fabricagao industrial da caseina (SERPA et al., 2009).

A composicao do leite, a concentragdo e a massa molecular dos componentes, bem
como a distribuicdo desses componentes no soro e no coalho podem ser

observados na Tabela 2-3.

Tabela 2-3 — Concentragao e massa molecular dos componentes do leite, e
distribuicao média destes componentes no coalho e no soro — adaptado de MILLER et
al. (2000); BRANS et al. (2004) apud BALDASSO (2008)

Componente Leite Massa Molecular Coalho Soro
(%) (kDa) (%) (%)
Agua 87,1 <0,1 6 94
Solidos Totais 12,9 - 48 52
Caseinas 2,6 20 - 300 96 4
Proteinas do Soro 0,7 4 -160 4 96
Gordura 4.0 100 - 15.000 94 6
Lactose 4.6 0,35 6 94
Minerais 0,7 <1 62 38
Outros 0,32 - - -

* percentual massico
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O soro representa 85 a 90% do volume de leite e retém 55% de seus nutrientes. O
queijo, por sua vez, retém proteinas caseinas e gorduras, que constituem a base do
coalho (SERPA et al., 2009). Além disso, na Tabela 2-3 observamos que, em média
96% das proteinas do soro e 94% da lactose presentes no leite permanecem no
soro, enquanto apenas 4% da caseina presente no leite estdo também no soro

resultante do processo de coagulagao enzimatica do leite.

Por apresentar um alto valor nutricional, além do grande volume produzido, o soro é
considerado um importante subproduto da industria de laticinios. Entretanto, o
descarte ilegal para rios ou esgotos publicos constitui grave problema ambiental,
pois este descarte incorre em uma elevada demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
que pode variar entre 30.000 a 60.000mg.O./L de soro (BRANDAO, 1994). Para
efeitos de comparagéo, é importante ressaltar que essa carga poluente do soro é
cerca de 100 vezes maior que a carga de um esgoto doméstico (PORTO et al., 2005

apud BALDASSO, 2008).

Em processos de obtengao de queijo, cerca de 90% do volume de leite processado
€ considerado residuo, sendo descartado sob a forma de soro lacteo. Esse baixo
aproveitamento das industrias alimenticias representa um significativo desperdicio,
nao soO nutricional como também financeiro. Dessa forma, grandes volumes de soro
de leite sdo destinados a nutricdo de suinos, ou entdo enviados para estacbdes de
tratamento de efluentes que, de modo geral, apresentam baixa eficiéncia e altos

custos de operacédo (SERPA et al., 2009).
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Devido ao baixo nivel de aproveitamento do soro de leite, torna-se necessaria a
importacdo de soro em pod, uma vez que o Brasil ndo apresenta capacidade de
producdo para suprir a demanda interna. O soro em pé € constituido por proteinas,
que apresentam alto valor comercial e nutricional, além de gorduras, usadas para
enriquecimento de outros produtos ou para o aumento do rendimento do processo
de produgao de queijos (SERPA et al., 2009). Além disso, apresenta também lactose

e minerais, que podem ser tratados e utilizados para outros fins (CARDI, 2007).

Portanto, o elevado nivel de desperdicio e impacto ambiental, juntamente com o alto
valor nutritivo do soro, tem estimulado pesquisas referentes a técnicas para
aproveitamento e concentracdo do soro lacteo, como, por exemplo, a utilizagao
deste subproduto do leite na produgédo de biogas e etanol, bem como na obtengéo
de proteinas concentradas. Entretanto, entre os principais desafios encontrados
pelos pesquisadores, destacam-se o alto percentual de agua existente, o que
inviabiliza a separacdo via desidratacdo, e a necessidade de se manter as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do produto apds o processo de separagao

(SERPA et al., 2009).

2.9 PRODUCAO DO SORO

Como o soro lacteo € obtido a partir do leite, pode-se dizer que o processo de
obtencgao do soro se inicia juntamente com o processo de obtencao do leite e seus
derivados. O processamento de leite € geralmente feito visando a producgao de leite
para consumo (pasteurizado ou leite UHT) ou a produgdo de derivados, como
requeijao, queijos, iogurtes e doces. A Figura 2-11 apresenta um fluxograma do

processamento do leite e derivados.
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Figura 2-11 — Fluxograma das Etapas do Processamento em Usinas de Leite —

adaptado de TECALIM (2009)

Dessa forma, a etapa inicial de toda usina de processamento consiste no
recebimento do leite. Essa operacao contempla, além do recebimento propriamente
dito, a pesagem, filtragem e resfriamento do produto. Para facilitar o transporte das
matérias-primas dentro da unidade de processamento, € comum o uso de esteiras
transportadoras. Ao longo da esteira, existe um analisador, que tem a funcéo de
fazer uma analise inicial da qualidade do produto recebido. Essa inspecgao
contempla provas sensoriais e analises como acidez titulavel, alizarol, gordura,
temperatura e densidade, tendo como intuito avaliar as propriedades da matéria-

prima de modo a garantir os padrées de qualidade do produto (TECALIM, 2009).
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Logo apds o resfriamento, geralmente para temperaturas entre 2 e 5°C, o leite é
estocado em tanques isotérmicos, para ser pasteurizado e posteriormente
encaminhado para as etapas subsequentes do processamento. A pasteurizacao
consiste no aquecimento do leite, para temperaturas entre 70 e 80°C, durante 15 a
20 segundos, seguido do resfriamento. O processo de pasteurizagdo € capaz de
eliminar grande parte dos patdgenos e microorganismos presentes no leite cru

(TECALIM, 2009).

A etapa de padronizagao, por sua vez, consiste na retirada parcial da gordura
contida no leite, com o intuito de manter o produto final com uma proporgao
constante de gordura. O leite padronizado tipo C e UHT s&o padronizados para ter
uma especificacdo de 3% de gordura. O creme retirado nessa etapa do processo,
que utiliza geralmente desnatadeiras centrifugas, é utilizado na fabricacdo de

derivados do leite (NEVES, 2001).

Apés isso, o leite passa pela etapa de homogeneizagdo, que consiste em guiar o
fluido através de valvulas de alta pressdo, com pequenos orificios, de modo a
reduzir o tamanho dos globulos graxos, presentes no leite, evitando a segregacgao da
gordura. Desse modo, esse processo visa inibir a formagcdo de nata no leite
pasteurizado, contribuindo para manter o leite com uma aparéncia mais branca,
além de melhorar o gosto e a digestdo do produto formado. Finalmente, o leite é
resfriado para temperaturas préximas de 5°C, sendo armazenado em tanques
isotérmicos de estocagem, até prosseguir para o envasamento ou seguir para o

processamento de derivados (NEVES, 2001).
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A obtencdo do soro do leite, em laboratérios ou industrias, ocorre principalmente por
trés processos: coagulagdo enzimatica (enzima quimosina/renina), resultando no
coagulo de caseinas, matéria-prima para a produgdo de queijos, € no soro doce
(Figura 2-12); precipitagdo acida no ponto isoelétrico (pl), resultando na caseina
isoelétrica, que pode transformada em caseinatos e no soro acido (Figura 2-13);
separacao fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, obtendo-se um
concentrado de micelas e proteinas do soro, na forma de concentrado ou isolado

protéico (Figura 2-14) (ZINSLY et al., 2001).

Leite

Preparados enzimaticos
comerciais

Codgulo Soro Doce

L Produgdo de

Queijos

Figura 2-12 — Fluxograma simplificado do processo de coagulagao enzimatica —

adaptado de SGARBIERI (2005)
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Figura 2-13 — Fluxograma simplificado do processo de Precipitagao pela acidificagao

com acido organico ou mineral — adaptado de SGARBIERI (2005)
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Figura 2-14 - Fluxograma simplificado do processo de separagdo por membranas —

adaptado de BALDASSO (2008)
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Neste trabalho, o soro utilizado para a realizacdo dos experimentos, doado pela
empresa Sooro, € proveniente do processo de fabricagdo do queijo; portanto, € dado
enfoque ao processo de coagulagdo enzimatica visando a obtengédo de soro doce

em po.

O processo de fabricagdo de queijo consiste na transformacéo de componentes do
leite em um produto de facil conservagao, menor volume e elevado valor nutritivo.
Além dessas caracteristicas, o produto formado apresenta aroma e sabor agradavel.
No entanto, o rendimento desse processo nao atinge valores elevados. Destarte, a
eficiéncia do processo costuma apresentar valores entre 8,5 e 20%, gerando, como
um de seus subprodutos, o soro. O processo simplificado de produgédo de queijo,

tipo mussarela, esta representado na Figura 2-15.

1) Desaerador, 2) Filtro, 3) Medidor,
4) Padronizagao, 5)Pasteurizagao,
6) Resfriamento

TRANSPORTE

DO LEITE

1) Coagulagio e Acidificagéo, 2) Salgamento, 3) Transporte, 4) Prensagem,
5) Dosador de Sal, 6) Forma, 7) Salgamento, 8) Secagem, 9) Estocagem

Figura 2-15 - Fluxograma simplificado da producao de queijo tipo Mussarela —

adaptado de TECALIM (2009)
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O leite comumente utilizado no processo de producao de mussarela apresenta um
teor de gordura que varia entre 3,2 e 3,5%. Esse leite segue as mesmas etapas
iniciais do processo de produgao do leite integral, no entanto, apds a pasteurizagao
e padronizagdo, € encaminhado para tanques de coagulagdo, nos quais sofre
aquecimento para uma temperatura de cerca de 33°C e é adicionado coalho para o

prosseguimento do processo (BOSCHI, 2006).

O tipo de cultura utilizada depende do tempo de maturagdo desejado. Para
processos de fermentagdo lenta da massa, costuma-se utilizar culturas mesdfilas,
compostas por Lactococcus lactis e Lactococcus cremoris. Ja no caso da
fermentacdao rapida, utiliza-se culturas termofilas constituidas por Lactococcus
thermophlus e Lactococcus bulgaricus. Em ambos os casos, o volume de culturas
empregado é fungdo do volume total de leite, podendo essa razdo apresentar

valores entre 0,5 e 2% (TECALIM, 2009).

Além das culturas, também se adiciona cloreto de calcio com o intuito de repor o
calcio perdido durante o processo de pasteurizacao. A quantidade de calcio utilizada
também depende do volume total de leite, sendo adicionados 50 ml, de uma solugéo
de 50% de concentragéo, para cada 100 litros de leite. O tempo de coagulagéo
geralmente utilizado varia de 35 a 40 minutos, devendo a quantidade de coalho

empregada satisfazer esse critério (SALINAS, 2002).

Assim, a massa deve ser cortada de forma a obter finos graos, de volume
aproximado 0,5 cm®, sendo agitada e aquecida até 40°C até que seja atingido o

ponto de dessoragem, ou seja, a retirada do soro. A massa é entéo transferida para
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tanques de pré-prensagem, nos quais o dessoramento é completado. O bloco sélido
obtido é dividido em partes menores, que sdo mantidos no proprio tanque até que o
grau de fermentacdo adequado seja atingido. Os blocos s&o mantidos na
temperatura de 38°C por aquecimento indireto, com a finalidade de manter a acidez
requerida para a filagem. O ponto de filagem é alcangado quando a massa, apés a
imersdo em agua quente em temperaturas préximas a 80°C, é capaz de formar fios

elasticos sem arrebentar (SALINAS, 2002).

A etapa subsequente do processo consiste no corte e moldagem. A massa filada é
moldada em formas, sendo submetida a salga em uma salmoura a 20% de sal, na
proporcdo de trés litros de salmoura para cada quilo de queijo. A temperatura
mantida na salga costuma ser de 12°C e o tempo varia de acordo com o formato do
queijo. Por fim, o queijo é embalado a vacuo e mantido em camera fria até ser

comercializado (SALINAS, 2002).

Portanto, no processo de producéo de queijo, 0 soro pode se originar das etapas de
corte, agitagdo, aquecimento, enformagem e prensagem. De acordo com o tipo de
queijo produzido, o soro resultante pode ser dito acido ou doce. O soro doce, que
apresenta pH entre 6,3 e 6,6, é obtido pela coagulagdo enzimatica do leite, a partir
da adigdo da enzima quimosina/renina. Costuma, de modo geral, ser obtido como
subproduto de processos de produgao de queijos amadurecidos duros, semi-duros
ou macios, como, por exemplo, provolone, mussarela e cheddar. Ja o soro acido,
cujo pH varia entre 4,3 e 4,6, é oriundo da coagulacéo acida do leite em processos

de fabricagdo de caseina comercial e de queijos tipo cottage (BOSCHI, 2006). A
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Tabela 2-4 indica a composicado dos dois tipos de soro, em comparagao com o leite

bovino.

Tabela 2-4 — Composicao do leite e dos soros doce e acido — adaptado de
ANTUNES (2003) apud BOSCHI (2006)

Componente Leite (%) | Soro Doce (%) | Soro Acido (%)
Sélidos Totais (ST) 13,0 6,4 6,2
Proteina 3,6 0,8 0,75
Gordura 3,9 0,5 0,04
Lactose 4.6 4.6 4.2
Cinza 0,8 0,5 0,8
Acido Latico - 0,05 0,4

Para a alimentacdo humana, o soro do leite é utilizado principalmente sob a forma

em po, embora também esteja presente sob a forma liquida ou condensada. Como

vantagens do soro em po, pode-se citar a facilidade de armazenamento sem que

haja perda das propriedades nutricionais, além de menores custos com transporte e

estocagem (MILLER et al., 2000; HUFFMAN, 1996).

Existem varias metodologias para a obtengdo de soro em pd. O processamento do

soro liquido para transformacdo em produto seco pode ser observado na Figura

2-16.

Soro Fluido [> Filtracdo

[:) Resfriamento [:)

[:> Recuperacdo dos

=4 o .
Estocagem do Soro Finos de Caseinas

V.

Concentracio

<::| Estocagem de Soro <:]
Pasteurizado

Pasteurizacdo <::| Desnate/Clarificacdo

1

Cristalizacdo

[::> Secagem D

Embalagem [:> Estocagem

Figura 2-16 — Fluxograma da produc¢éao de soro de queijo em p6 — adaptado de ELEGE

(2005) apud BOSCHI (2006)
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As operagdes unitarias existentes sdo bastante semelhantes as utilizadas no
processamento do leite. A concentragdo € geralmente feita em evaporadores, a
temperatura de 85°C. No entanto, também podem ser utilizadas plantas de osmose
reversa para estagios de pré-concentragdo. Apos a evaporagao, o concentrado
apresenta entre 45 e 65% de sodlidos totais. Assim, o concentrado vai para um
tanque sujeito a um lento resfriamento com o intuito de que os cristais originados na
etapa de cristalizagdo sejam finos (BYLUND, 1995 apud BALDASSO, 2008). Para
casos em que o teor de lactose é baixo, a remocao desses cristais pode ser feita
utilizando-se centrifugacéo. Ja a secagem do soro costuma ocorrer em secadores do

tipo tambor ou “spray drier” (BALDASSO, 2008).

2.10 PRINCIPAIS COMPONENTES DO SORO LACTEO

A composicdo do soro do leite varia em funcdo da raga do rebanho, de razbes
sazonais, do tratamento ao qual o leite € submetido durante a produgédo do queijo e
também do tratamento sobre o soro lacteo apds a separagao do coalho (ZADOW,
1992 apud BALDASSO, 2008). A composigdo média do soro doce € apresentada na

Tabela 2-5.

Tabela 2-5 — Composicao aproximada do soro doce — adaptado de MILLER et al.
(2000); BYLUND (1995); YADA (2004) apud BALDASSO (2008)

Componente Soro Doce (%)*
Agua 93-95
Sélidos Totais (ST) 55-6,5
Proteina 0,7-1,2
Gordura 0,04 - 0,05
Lactose 3,8-5,0
Cinzas 0,5-0,8
NPN 0,15-0,18

* percentual massico
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O componente NPN se refere a classe de nitrogénio ndo protéico, que contempla
compostos de baixa massa molecular, como uréia, amdnia, acido urico, creatinina,
aminoacidos e produtos da degradacgdo enzimatica das caseinas (PEREIRA, 2002

apud BALDASSO, 2008).

Nota-se que lactose, proteinas e minerais praticamente constituem todo o conjunto
dos solidos totais. Desse modo, esses constituintes serdo detalhados nos subitens

subsequentes.

2.10.1 LACTOSE

A lactose, mais comumente conhecida como “agucar do leite”, € o carboidrato
caracteristico do leite. Trata-se de um dissacarideo redutor formado por galactose e
glicose, sendo o componente presente em maior propor¢ado na massa seca do leite.

Seu conteudo atinge, em média, 50 g por litro de leite (VESSEYRE, 1988).

A lactose é utilizada em larga escala em edulcorantes e produtos farmacéuticos,
sendo também frequentemente utilizada como meio fermentativo para a cultura de

diversos microrganismos de interesse tecnolégico (LUQUET, 1993).

Devido a elevada quantidade de lactose presente no soro, muitos estudos tém sido
desenvolvidos visando a utilizacdo desse carboidrato para obtencdo de produtos

com maior valor agregado, o que contribui para minimizar a carga poluidora do soro
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(WASZCZYNSKYJ & MACIEL, 1998). A Figura 2-17 apresenta um fluxograma do

processo para a obtengao da lactose a partir do soro de queijo mussarela.

Sorode

Queijo
Mussarela

Q Aquecimentoa 35°C

<: Desnate
L

Pasteurizacao
65°C/ 30 min

L

Concentracao
40% solidos

U

Cristalizacdao
30°C/ 3h

O

Lavagem dos Cristais <:| Separacdo doscristais: | Resfriamentoa20e 15°C
Aguaa 5°C aspiracao/filtracdo —intervalos de 3h

U

Secagem dos Cristais
Estufa a 80°C, 6h30min |:>

Lactose
bruta,empo

Figura 2-17 — Fluxograma de obtenc¢ao de lactose bruta em pé6

(WASZCZYNSKYJ & MACIEL, 1998)

2.10.2 SAIS MINERAIS E VITAMINAS

O soro contém a maioria das vitaminas hidrossoluveis do leite, como vitamina B12,
B6, C e A. Além disso, também apresenta constituintes como acido pantoténico,
riboflavina e tiamina (MILLER et al., 2000). As quantidades das vitaminas que

compdem o soro estdao apresentadas na Tabela 2-6.
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Tabela 2-6 — Quantidades médias de vitaminas e minerais em 100 g de soro doce em
p6 — adaptado de MILLER et al. (2000) apud BALDASSO (2008)

Constituinte ’ Quantidade ’ Unidade
Vitaminas
Vitamina A 44 U
Vitamina C 1,5 mg
Vitamina E 0,03 mg
Tiamina (B1) 0,5 mg
Riboflavina (B2) 2,2 mg
Piridoxina (B6) 0,6 mg
\/itamina B12 24 mg
Acido
Pantoténico 5.6 mg
Niacina 1,3 mg
Minerais
Célcio 796 mg
Fésforo 931 mg
Saodio 1079 mg
Potassio 2080 mg
Magnésio 176 mg
Zinco 1,97 mg

Os principais sais encontrados no soro do leite sdo fosfatos, citratos, cloretos,
sulfatos, carbonatos, bicarbonato de sddio, potassio, calcio e magnésio. Em
menores proporgdes, também estao presentes outros vinte elementos, entre eles o
cobre, o ferro, o silicio, o zinco e o iodo. Além de apresentarem importancia na
nutricdo, esses sais SA0 essenciais na preparagcdo, processamento e
armazenamento de produtos derivados do leite, uma vez que influenciam
diretamente a conformagédo e estabilidade das proteinas (FOX & McSWEENEY,

1998; BYLUND, 1995 apud BALDASSO, 2008).
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2.10.3 PROTEINAS

As proteinas podem ser definidas como macromoléculas constituidas por
aminoacidos. Cada aminoacido possui um grupamento amina e um grupo carboxila,

ligados ao mesmo carbono principal (SGARBIERI, 1996; ZINSLY et al., 2001).

De acordo com as propriedades fisico-quimicas das proteinas do leite, essas se
dividem em quatro grupos: caseinas, enzimas e fatores de crescimento, proteinas
das membranas dos glébulos de gordura e proteinas do soro (SGARBIERI, 1996;
LOURENCO, 2000). As principais fragbes consistem na caseina e nas proteinas do
soro, que representam juntamente entre 3,3 e 3,5% da composicdo do leite

(SGARBIERI, 1996 apud SERPA, 2005).

As caseinas e as proteinas do soro apresentam propriedades fisiolégicas e
bioldégicas distintas. As caseinas, quando em contato com o caélcio, formam
particulas coloidais, denominadas micelas. Por sua vez, as proteinas do soro, “whey
proteins”, proteinas solUveis ou ndo-caseinas, sdo de natureza globular, sendo mais

soluveis em agua do que as caseinas (SGARBIERI, 1996).

E importante ressaltar que, diferentemente das proteinas caseinas, as proteinas do
sSoro sao insensiveis a coagulagao acida, assim como a agao da quimosina/renina.
Assim, durante o processo de formagao do coalho, as proteinas do soro, assim
como a lactose, permanecem em solugdo, enquanto a caseina se coagula

juntamente com a gordura (SGARBIERI, 1996).
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O soro do leite apresenta, em sua composicdo, entre 0,7 e 1,2% proteinas, que
corresponde a cerca de 20% do total de proteinas encontradas no leite. Os 80%

restantes correspondem as caseinas (SILVA & VAN DENDER, 2005).

A parte protéica do soro apresenta [B-lactoglobulina (B-Lg), a-lactoalbumina (a-La),
Albumina do soro bovino (BSA), Imunoglobulinas (lIg), Lactoferrina, Lactoperoxidase,
Glicomacropeptideos e Proteose-peptonas como principais proteinas globulares

(MILLER et al., 2000; ZYDNEY, 1998).

A Tabela 2-7 apresenta propriedades das proteinas do soro, tais como a massa

molecular, o ponto isoelétrico e as concentragdes médias no soro.

Tabela 2-7 — Propriedades e concentragdo das proteinas do soro — adaptado de
MILLER et al. (2000); ZYDNEY (1998) apud BALDASSO (2008)

Proteina Massa Molecular Por’wtc? Concentragao
(kDa) Isoelétrico (g/L)
B-Lg 18,3 5,2 2,0-4,0
a-La 14,1 42-438 0,6-17
BSA 69,0 47-49 0,1-0,4
Ig 15,0 - 160,0 55-8,3 0,6-1,0
Proteose-Peptonas 4,1-80,0 3,3-3,7 1,4
Lactoferrina 78,0 9 0,1
Lactoperoxidase 89,0 9,5 0,02
Glicomacropeptidio 7,0 - 0,02

A Figura 2-18 representa as concentragdes médias das proteinas de soro obtidas a
partir de 10 litros de leite. Observa-se que a proteina mais abundante no soro é a [3-

Lg, seguida pela a-La.
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Leite
10L

Queijo Soro
1kg 9L

1%p/p proteina=10,3 g
proteina/L soro*

| | | |

B-Le a-La BSA g
20-40¢g/L 0,6-1,7g/L 0,1-0,4g/L 0,6-1,0 g/L Residuos
183 kDa l'l',l kDa 69 kDa 160 kDa

Proteose-Peptonas 1,4 g/L
Lactoferrina 0,1¢g/L
Lactoperoxidase 0,02 g/L

Glicomacropeptidio 0,01¢g/L

* Densidade do soro = 1,03 g/cm?3

Figura 2-18 — Concentragdes médias das proteinas de soro obtidas a partir do leite

2.10.3.1 B-LACTOGLOBULINA (B-LG)

A B-lactoglobulina, mais comumente chamada de B-LG, trata-se de uma proteina
globular que apresenta duas variantes genéticas (A e B). A variante A apresenta
massa molecular de 18,362 kDa, enquanto a variante B possui massa molecular de
18,276 kDa, contendo 162 residuos de aminoacidos (SGARBIERI, 2005). O pl da B-
LG ocorre em um pH de 5,2, sendo que a variante B apresenta um valor

ligeiramente superior que a variante A (PANICK et al., 1999).

Em relagdo ao arranjo espacial, a molécula da B-LG € constituida por nove

segmentos em folhas antiparalelas,que formam uma estrutura de calice, que permite
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a ligacdo com pequenas moléculas hidrofébicas em seu interior. Essa estrutura é
caracteristica da familia de proteinas lipocalinas, o que faz com que sejam utilizadas
em fungdes de transporte (BROWNLOW et al.,1997; LANGE et al., 1998 apud

SGARBIERI, 2005).

Além da funcdo de transporte, a estrutura em calice, tipica das lipocalinas,
proporciona a (3-LG varias propriedades funcionais uteis em aplica¢des de industrias
alimenticias, tais como capacidade de emulsificagdo, formacdo de espuma,
geleificagcdo e ligacdo de aroma e sabor (MORR & FOEGEDING, 1990 apud
SGARBIERI, 2005). Adicionalmente, a estrutura em calice garante a estabilidade da
B-LG em uma ampla faixa de pH. No entanto, de acordo com o pH do meio, ela pode

apresentar diferentes estados de associagao (TAULIER & CHALIKIAN, 2001).

Dependendo do pH do meio, a B-LG pode apresentar cinco estagios de transigao
para uma faixa de pH entre 1 e 13 (TAULIER & CHALIKIAN, 2001). Para um pH
entre 1 e 2, a B-LG passa por mudangas em sua estrutura secundaria, mantendo
sua estrutura primaria. Com o aumento do pH, para a faixa entre 2,5 e 4,0, ocorre a
dissociagdo do dimero, formando o monémero. No intervalo seguinte de pH, que
apresenta valores entre 4,5 e 6,0, a estrutura terciaria € mantida, sendo as
alteracbes ocorridas na estrutura quaternaria. Ja a transigcdo de Tanford, para pH
entre 6,5 e 8,5, consiste em alteracdes localizadas nas estruturas secundaria e
terciaria, sem que haja uma mudanga na conformagéo global da proteina. A ultima
transicao, por sua vez, ocorre entre valores de pH de 9,0 e 12,5, se caracterizando
pela desnaturagao alcalina, consistindo na quebra das estruturas diméricas originais

e na consequente formacdo de monémeros. Essa desnaturacdo induzida por base
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alcalina apresenta carater irreversivel (TAULIER & CHALIKIAN, 2001; SGARBIERI,

2005).

Por se tratar de uma proteina termossensivel, a variagdo da temperatura pode
ocasionar alteracbes nas propriedades da [(B-LG, como, por exemplo, perda da
solubilidade e alteracbes de conformacao, podendo causar exposicdo de diferentes
regides da molécula, o que acarreta em alteragdes nas interagdes da proteina com

outros componentes (IAMETTI et al., 1996 apud SGARBIERI, 2005).

Assim como modificagdes irreversiveis sao possiveis com alteracbées no pH, isso
também ocorre para variacbes na temperatura. Para temperaturas entre 65 e 70°C,
a B-LG esta sujeita a modificagdes irreversiveis, enquanto para temperaturas na
faixa de 50°C ocorrem alteracdes reversiveis apenas. Com o intuito de avaliar
apenas a influéncia da temperatura, o pH deve ser mantido como neutro. Desse
modo, o aquecimento provoca a quebra da proteina dimerizada original em
mondmeros. Assim, a proteina passa de uma conformagao globular compacta para
um estado de maior flexibilidade, com maior volume em sua estrutura terciaria,
devido a uma maior exposi¢ao dos grupos hidrofébicos presentes. Posteriormente,
as moléculas se associam através de pontes dissulfeto e interagdes hidrofdbicas nas
em folhas B (PALAZOLO et al., 2000; PHOTCHANACHAI & KITABATAKE, 2001;

SGARBIERI, 2005).

De maneira andloga ao que acontece com variagées de temperatura e pH, a B-LG
também apresenta variacbes estruturais ocasionadas por variagcdo na pressao

(YANG et al., 2001). De modo geral, o processo de monomerizagao se inicia entre
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pressdes de 100 e 150 MPa. Entre 150 e 250 Mpa, inicia-se uma alteracdo na
estrutura secundaria da proteina, gerando um estado de grande flexibilidade, no qual
a renaturacao ainda é possivel. No entanto, para pressdes da ordem de 330 MPa,
as estruturas B sdo destruidas. Para pressdes entre 600 e 900 MPa, ocorre a
formagdo de agregados que sao estabilizados por interagdes de natureza
hidrofdbica, além de ligagbes de intercambio, entre atomos de enxofre (SGARBIERI,

2005).

Mesmo com o grande conhecimento sobre estruturas e conformagdes da B-LG, sua
funcéo biolégica ainda ndo estd completamente elucidada. Estudos de fluorescéncia
ja mostraram que a B-LG forma complexos soluveis em agua com retinol, através de

ligagdes hidrofébicas (JANG & SWAISGOOD, 1990 apud SGARBIERI, 2005).

Além disso, a B-LG apresenta efeito protetor, inibindo a destruicdo térmica do acido
ascorbico em solugdo aquosa (DAI-DONG et al., 1990 apud SGARBIERI. 2005).
Outra aplicagao biologica da B-LG refere-se a influéncia de seus derivados no nivel
de colesterol sérico. Estudos com a célula-Caco-2 mostraram que os peptidios foram
capazes de induzir a supressao da absorgao do colesterol. O peptidio (lle lle Ala Glu
Lys) apresentou, em ratos, maior atividade que o B-sitosterol (NAGOKA et al., 2001

apud SGARBIERI, 2005).

2.10.3.2 a-LACTALBUMINA (a-LA)

A proteina a-lactalbumina, mais comumente chamada de a-LA, apresenta duas

variantes genéticas (A e B), no entanto apenas a variante B tem sido encontrada em
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leite das racas bovinas ocidentais. Essa variante possui massa molecular de 14,176
kDa, contendo 123 residuos de aminoacidos e apresentando quatro pontes

dissulfeto (SGARBIERI, 2005).

A proteina a—-LA apresenta forte tendéncia em formar associacdes para valores de
pH inferiores ao pl. O pH natural do leite € 6,6. Para valores maiores ou iguais a

esse pH, a a-LA apresenta-se como monémero (SGARBIERI, 2005).

A sequéncia de aminoacidos da a-LA apresenta bastante semelhangca com a da
lisozima, presente na clara de ovo, apresentando uma homologia de sequéncia de

32% (VANAMAN et al., 1970; BROWNE et al., 1969 apud SGARBIERI, 2005).

Além disso, a a-LA possui uma alta afinidade com cations, como Ca*? e outros ions
metalicos, tais como Zn*?, Mn*?, Cd*?, Cu*? e AI">. A ligacdo com o calcio auxilia na
estabilizacdo da proteina, inibindo a desnaturagcdo térmica. A desnaturagao
reversivel da a-LA, em solugdo, ocorre em temperaturas préximas a 64°C (STUART

et al., 1986 apud SGARBIERI, 2005).

De maneira similar a maioria dos componentes do leite, a a-LA é sintetizada nas
glandulas mamarias. Em termos bioldgicos, essa proteina é capaz de modificar a
especificidade da enzima D-glicose 4-3-galactosil transferase, responsavel pela
sintese da lactose nas glandulas mamarias (SGARBIERI, 2005). A presencga da a-LA
acelera transferéncia da galactose para glicose, tornando-a o substrato preferencial

da enzima galactosil-transferase. Ja na auséncia de a-LA, a transferéncia de
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galactose ocorre da UDP-galactose para a N-acetilglicosaminil-glicoproteina, mesmo

qgue haja glicose no meio (EBNER & MCKENZIE, 1972 abud SGARBIERI, 2005).

2.10.3.3 LACTOFERRINA

Outra proteina constituinte do leite € a lactoferrina, que consiste em uma
glicoproteina, de massa molecular 86,1 kDa. Essa proteina se liga na proporgéo de
1:2 com ferro, gerando uma solugdo com coloragdo salmao-avermelhada.Trata-se
de uma proteina basica, com pl para pH igual a 8, que apresenta forte tendéncia em
formar produtos de interacdo. Dessa forma, apresenta comportamento eletroforético
heterogéneo tanto em géis alcalinos quanto acidos. Quando ligado com o ferro, a
lactoferrina apresenta resisténcia ao calor € a acdo quimica e enzimatica

(SGARBIERI, 2005).

Além disso, a lactoferrina forma compostos oriundos de quelacdo com o Fe*,
exercendo atividade bacteriostatica contra organismos dependentes do ferro,
presentes no leite. Do ponto de vista intestinal, a lactoferrina atua como agente
imunoestimulante, agindo como fator de crescimento e maturagao dos enterdcitos

(MCINTOSH et al., 1998 apud SGARBIERI, 2005).

2.10.3.4 IMUNOGLOBULINAS

As imunoglobulinas constituem uma familia de proteinas de elevada massa
molecular com propriedades fisicas, quimicas e imunolégicas bastante
heterogéneas. As imunoglobulinas constituem o soro sanguineo e outros fluidos

corporais, como, por exemplo, o colostro, no qual estdo presentes em elevada
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concentracdo, sendo responsaveis pela transmissdo de imunidade passiva aos

recém-nascidos (SGARBIERI, 2005).

As imunoglobulinas podem estar sob a forma de monédmeros ou polimeros formados
por quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas cadeias curtas e duas cadeias longas,
ligadas por pontos dissulfeto. Ja foram identificadas no soro e no leite bovino as
classe de imunoglobulinas 1gG (G1 e G2), IgA e IgM (BUNNER, 1977 apud

SGARBIERI, 2005).

As imunoglobulinas do tipo Ig apresentam entre 2 e 4% de carboidratos, tendo uma
massa molecular de 160 kDa e existindo, de modo geral, como monémeros. A IgG1
trata-se da imunoglobulina presente em maior concentragdo no leite. O colostro
apresenta em sua composic¢ao tanto IgG1 quanto IgG2, com altissima concentragéo
de IgG1, chegando a metade das proteinas totais existentes no soro (SGARBIERI,

2005).

Ja a IgA trata-se de uma macroglobulina presente em baixas concentragées no leite,
estando presente sob a forma de pentameros, com massa molecular de cerca de

900 kDa e contendo 12% de carboidrato (SGARBIERI, 2005).

A IgM, por sua vez, esta presente sob a forma de um dimero, com massa molecular
de 400 kDa, possuindo cerca de 8% de carboidratos. Essa imunoglobulina possui
propriedades antigénicas diferentes dos outros tipos de imunoglobulinas. A

imunoglobulina existente no leite se difere da presente no soro sanguineo devido a
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ligagdo a uma glicoproteina, conhecida como Fator Secretor Livre (FSL)

(SGARBIERI, 2005).

2.10.3.5 Albumina do Soro Bovino (BSA)

A BSA corresponde a cerca de 10% das proteinas do soro do leite. E um peptideo
de alto peso molecular (66kD), rico em cistina (aproximadamente 6%), e relevante
precursor da sintese de glutationa. Possui afinidade por acidos graxos livres e outros

lipideos, favorecendo seu transporte na corrente sanguinea (HARAGUCHI, 2005).

2.11PROPRIEDADES DAS PROTEINAS DO SORO E APLICAGOES

Aminoacidos sao ditos essenciais quando o organismo humano nao é capaz de
sintetiza-los. Oito dos vinte tipos de aminoacidos existentes sdo considerados
essenciais e, uma vez que sao indispensaveis para nosso metabolismo, devem ser

obtidos por meio da alimentacao (BYLUND, 1995).

As proteinas presentes no soro lacteo constituem uma importante fonte para
obtencdo de aminoacidos essenciais, cumprindo as exigéncias qualitativas e
quantitativas requeridas pela Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO) (SGARBIERI,

1996; BALDASSO, 2008).

Adicionalmente, essas proteinas vém apresentando uma série de aplicagbes na

industria alimenticia, como, por exemplo, sopas desidratadas, molho para saladas,
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alimentos dietéticos, sorvetes, queijos, produtos de panificacdo, confeitarias,

iogurtes, bebidas lacteas e como suplemento alimentar (SGARBIERI, 1996).

Além disso, por serem facilmente digeridas e absorvidas pelo organismo, contribuem
para a sintese de proteinas sanguineas e teciduais. Adicionalmente, sao
classificadas como proteinas de metabolizacado rapida, sendo uteis para situacoes

emergenciais de reposi¢cao de proteinas (SGARBIERI, 1996).

Para efeitos de comparagdo, apenas 14,5 g de proteinas do soro do leite séo
capazes de satisfazer as necessidades diarias protéicas de nosso organismo. Para o
caso da proteina do ovo, sdo necessarias 17,4 g, 0 que evidencia a alta capacidade

nutricional das proteinas do soro lacteo (LAGRANGE & DALLAS, 1997).

Praticantes de atividades fisicas e portadores de doengas vém procurando
beneficios nesta fonte protéica. Evidéncias recentes sustentam a teoria de que as
proteinas do soro, além de seu alto valor nutritivo, possuem peptideos bioativos, que
atuam como agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, reguladores da funcéo
imune, assim como fatores de crescimento e estimulantes do ganho de forga

muscular por favorecerem o anabolismo (SALZANO, 2002; HARAGUCHI, 2005).

Além das propriedades nutricionais e farmacoldgicas, as proteinas do soro podem
ser empregadas em uma vasta gama de aplicagdes industriais, em virtude de suas
propriedades funcionais, tais como elevada solubilidade em uma ampla faixa de pH,
baixa viscosidade, capacidade de adsor¢cdo de agua, capacidade de gelificagao,

emulsificagcao e formagao de espuma (YADA, 2004).
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2.12CONCENTRAGAO DE PROTEINAS DO SORO DO LEITE

As proteinas consistem nos componentes mais importantes do soro do leite. No
entanto, uma vez que estdo presentes em baixas concentracbes, torna-se
necessario o0 uso de operagdes de concentragdo para maximizar as suas

propriedades (HUFFMAN, 1996).

Desse modo, pesquisas envolvendo novas tecnologias com o objetivo de concentrar,
fracionar e preservar as proteinas do soro lacteo vém sendo desenvolvidas
(BALDASSO, 2008). A Figura 2-19 representa fluxograma para obtencdo de
proteinas de soro em pod, separando-as dos outros constituintes a partir do leite

integral.
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Figura 2-19 — Fluxograma de processo em cascata para separacgao das proteinas dos

outros componentes do soro lacteo

A seguir sdo descritos os principais métodos utilizados atualmente para obter

concentrados protéicos.

2.12.1 DESNATURAGAO TERMICA

Entre os métodos tradicionais de recuperagcao de proteinas do soro, pode-se
destacar a desnaturagcdo térmica. A coagulagdo o6tima é obtida para pH 6 e
temperatura de 90°C, por um intervalo de tempo de 10 a 20 minutos. Apds a
coagulagao, a recuperagado das proteinas ocorre por centrifugagdo, no entanto as
proteinas apresentam baixa solubilidade e funcionalidade (FOX & McSWEENEY,

1998 apud BALDASSO, 2008).

2.12.2 PROCESSOS DE SEPARAGAO POR MEMBRANAS

Outra forma de concentracdo de proteinas do soro do leite consiste na separacao
por membranas. Muitos estudos vém sendo conduzidos em processos de
microfiltracdo (MF) e ultrafiltracdo (UF), para o fracionamento das proteinas do soro
do leite. Além disso, tais processos também tém sido aplicados na remogao de
microrganismos lacteos e em sistemas de tratamento de efluentes (OLIVEIRA &

PETRUS, 2003; BRANS et al., 2004; SERPA 2005).
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Entretanto, apesar da crescente importancia dos processos de filtracdo, existem
alguns fatores que causam o declinio do fluxo de permeado, inviabilizando técnica e
economicamente o processo, tais como polarizagdo de concentragédo, fouling,
bloqueio dos poros e formagédo de camadas géis (BASSETTI et al.,2003; JAMES et
al., 2003; SERPA, 2005). Tais problemas tendem a ser mais graves na ultrafiltragao,
devido ao menor tamanho dos poros, agravados pelos altos fluxos e baixos

coeficientes de transferéncia de massa (MULDER, 2000 apud SERPA, 2005).

2.13FRACIONAMENTO DAS PROTEINAS DO SORO DO LEITE

O fracionamento dos constituintes protéicos do soro é o isolamento ou separagao de
B-LG e a-LA, BSA, Lactotransferrina, Lactoperoxidase e Imunoglobulinas em fragcoes
distintas. Este fracionamento vem sendo cada vez mais estudado, devido as
importantes propriedades funcionais e biolégicas de cada proteina separadamente,
propriedades essas que nao sao observadas nos concentrados protéicos, em virtude

das interagdes entre as diversas proteinas (BRAMAUD, 1997).

Técnicas de fracionamento patenteadas e registradas estdo sendo utilizadas para
isolar as duas principais proteinas do soro, B-LG e a-LA, com alto indice de pureza

(BALDASSO, 2008).

Na década de 60, as técnicas de fracionamento laboratoriais mais utilizadas
consistiam em precipitacdo, permutacao idnica e cristalizagdo. Atualmente, os
processos de separagao por membranas e cromatografia sdo os mais empregados

(BALDASSO, 2008).
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Entre os processos de precipitacao, destacam-se a precipitagao seletiva e por calor.
A precipitagdo seletiva com agentes complexantes consiste na variagao de
parametros como pH, temperatura e concentracdo salina, de modo a obter
diferentes fragbes protéicas (ZIDNEY, 1998). Ja a precipitagdo por calor, permite
recuperar a B-LG por ultrafiltragdo, o que ndo acontece com a a-LA devido a baixa

densidade (OUTINEN et al., 1996; BALDASSO, 2008).

Uma propriedade diferenciadora da a-LA em relagdo a B-LG consiste na baixa
solubilidade para pH acido, de 3,5 a 4,5. A precipitacao por acidificacdo de soro
utiliza essa propriedade para segregar essas proteinas, mantendo a B-LG em

solugdo, enquanto a a-LA se precipita (LUCENA et al., 2007).

Em estudos de precipitagdo por acidificacdo, foi possivel isolar tais proteinas
utilizando-se ajuste de pH e temperatura (3,9 e 55°C, respectivamente). A separagao
foi consolidada com o auxilio de centrifugagcdo. Como resultado, a fase soluvel
passou a ser constituida por B-LG, lactose e minerais, enquanto o precipitado

consistia de a-LA, BSA, Ig (BRAMAUD, 1997; BALDASSO, 2008).

Ja com o emprego de micro e ultrafiltragéo, técnicas bastante estudadas atualmente,
utiliza-se o tamanho das particulas como propriedade diferenciadora. Com
separacao por membranas foi relatado indice de purificacdo de 90% de B-LG em

estudos de misturas binarias com a-LA (CHEANG & ZIDNEY, 2004).

O uso de cromatografia de permeagdo em gel ou por colunas, por sua vez,

apresenta notavel viabilidade técnica, permitindo o fracionamento das proteinas,
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possuindo, entretanto, limitagdes do ponto de vista financeiro (YADA, 2004). Ja a
cromatografia de troca ibnica é capaz de fornecer um alto indice de purificagdo, em
escala industrial. Nesse processo, as proteinas adsorvem-se a coluna de troca
ibnica e sao eluidas com o ajuste de pH. Utiliza-se osmose reversa para retirar os
sais, sendo o produto seco em spray drier (BOBRESHOVA et al., 2002; BALDASSO,

2008).
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

O procedimento experimental desenvolvido neste trabalho pode ser dividido em
quatro partes principais. A primeira parte consistiu na sintese de géis poli(N-
isopropilacrilamida) com diferentes concentragbes de mondmero e agente
reticulante. Na segunda parte dos experimentos, o comportamento de expansao
desses géis em agua foi avaliado, a partir do calculo do grau de expansdo massico
(GEM) dos géis em diferentes temperaturas. Ja na terceira parte do trabalho, foram
estudadas as propriedades dos géis sintetizados por meio de analise térmica. Por
fim, na quarta parte, dois dos géis obtidos foram utilizados para o estudo da

concentracio das proteinas presentes no soro do leite.

3.1 SINTESE DOS GEIS DE N-ISOPROPILACRILAMIDA

A sintese dos géis PNIPAAm foi feita a temperatura de 10°C, em solugédo aquosa, e
atmosfera inerte de nitrogénio. Como a reagao ocorre via radical livre, a atmosfera
inerte é fundamental para a sintese, uma vez que a presenga de oxigénio no sistema
inibe esse tipo de reagao. Os parametros de sintese utilizados foram analisados por

Silva Filho (2005).

O monémero utilizado foi o N-isopropilacrilamida (SIGMA-ALDRICH), que, por ser
bifuncional, promove o crescimento linear das cadeias poliméricas. A interligagao
das cadeias foi feita com o agente reticulante tetrafuncional N,N’-

Metilenobisacrilamida (MBAAmM) (SIGMA-ALDRICH). Os dois iniciadores utilizados
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foram o Persulfato de Aménio (AP) (VETEC) e Metabissulfito de Sdédio (SM)

(SIGMA-ALDRICH). Esses reagentes estdo compilados na Tabela 3-1.

Tabela 3-1 — Reagentes utilizados na sintese de Géis poli(N-isopropilacrilamida)

Massa
Material Funcéao Estrutura Molecular
(g/gmol)
CH, — CH
|
=z c ~
N-isopropilacrilamida R O NH
(NIPAAM) Mondémero | 113,6
CH
PN
CHs CHs
e R
CH, — CH
N,N' | CH
Metilenobisacrilamida | Reticulante _C - 2 154,17
(MBAAm) o NH
- J 2
o'\ .
NH A
. 4 ///s%
Persulfato de Aménio | | .., o \o . 228.2
(AP) 0
//
/S
o N\
o)
2_
0
Metabissulfito de Iniciador oNa' //O 190.1
Sédio (SM) o e ’
o\
0 0

De acordo com a notagdo descrita por Hjerten em 1962 (HJERTEN, 1962), em
relacdo a composigdo monomeérica, um gel polimérico pode ser identificado por um
par numérico AxB. O primeiro termo, A, corresponde a massa total de mondémero e

reticulante, em porcentagem massa/volume. A massa total engloba tanto o
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mondmero principal quanto o agente reticulante. J4 o segundo termo, B, se refere a
quantidade de agente reticulante em porcentagem massa/massa em relagdo a
massa total de mondmero. Dessa forma, os géis foram sintetizados nas seguintes
proporcdoes de mondmero/reticulante: 10x1; 10x2; 10x4; 10x5; 10x6; 12x1; 13x1;

14x1; 15x1, 20x1 e 20x5.

A quantidade de iniciador utilizada para a sintese foi de 0,5% do peso total de cada
gel. As proporgdes mondmero/reticulante e quantidades de iniciador utilizadas na

sintese de cada sistema encontram-se na Tabela 3-2.

Tabela 3-2 — Proporgées mondmero/reticulante e quantidades de iniciador utilizadas

na sintese de géis PNIPAAM para 20 mL de solugao

Gel Monémero | Reticulante |Iniciador 1 | Iniciador 2

NIPAAm (g) | MBAAmM (g)| AP (g) SM (g)
10 x 1 1,980 0,020 0,010 0,010
10 x 2 1,960 0,040 0,010 0,010
10 x4 1,920 0,080 0,010 0,010
10x5 1,900 0,100 0,010 0,010
10 x 6 1,880 0,120 0,010 0,010
12 x 1 2,376 0,024 0,012 0,012
13 x1 2,574 0,026 0,013 0,013
14 x 1 2,772 0,028 0,014 0,014
15 x 1 2,970 0,030 0,015 0,015
20 x 1 3,960 0,040 0,020 0,020
20x 5 3,800 0,200 0,020 0,020

As quantidades de mondmero e de reticulante necessarias foram pesadas em uma
balanga analitica (METTLER AE200). Posteriormente, o reticulante foi transferido
para um béquer de 100mL, ao qual foram adicionados 5mL de agua Milli-Q plus
(MILLIPORE CORPORATION, USA), sendo a solugdo agitada com agitador

magnético até sua total dissolucao.
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Mantendo-se a agitagdo, adicionou-se o monémero a solugdo até esse ser
completamente dissolvido. O volume foi entdo completado até se obter 20mL de
solugédo. Apdés completa homogeneizagao, a solugdo obtida foi transferida para um

tubo de ensaio devidamente rotulado.

Feito isso, o tubo de ensaio foi introduzido em banho ultratermostatico (QUIMIS) a
10°C. O sistema foi borbulhado com nitrogénio durante 5 minutos, sendo entéo
adicionado o primeiro iniciador (AP). Novamente, borbulhou-se nitrogénio por mais 5
minutos, adicionando-se, apds esse tempo, o segundo iniciador (SM). Apds a adigao
do ultimo reagente, o borbulhamento foi mantido por mais 5 minutos, sendo o tubo
de ensaio fechado e mantido no banho ultratermostatico por 24h, até o término da

reacao de polimerizacao.

Completada a sintese, os géis foram retirados do recipiente, com a ajuda de uma
espatula, lavados com agua Milli-Q plus, cortados em cubos com auxilio de uma
espatula e colocados em um vidro de relégio, que foi introduzido em estufa a vacuo

digital (VACUOTERM 6030A) a 60°C, para secagem.

Apds 24 horas, os pedagos de géis secos foram colocados em recipientes de vidro,

devidamente etiquetados e guardados em local com baixa umidade.

3.2 MEDIDAS DO GRAU DE EXPANSAO MASSICO
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Apds a secagem dos géis PNIPAAmM na estufa, determinou-se o grau de expanséao
massico desses. Para isso, aproximadamente 0,5g de gel 10x1 foi pesado e
transferido para recipiente de vidro com tampa. A esses recipiente foram
adicionados 50mL de agua Milli-Q plus. O recipiente foi, entdo, colocado em um

banho ultratermostatico a 5°C para que ocorresse a expansao.

Apds 24 horas, tempo considerado suficiente para que o gel atingisse o equilibrio de
expansao, o recipiente foi retirado do banho, sendo o gel separado da solugéo por

peneiramento e novamente pesado.

Esse procedimento foi repedido mais oito vezes para temperaturas de 10, 15, 20, 25,

30, 35, 45 e 55 °C.

Com as massas dos geéis secos e expandidos, o grau de expansdo massico foi
calculado, o que permite determinar o comportamento do gel polimérico

termossensivel em agua.

De forma similar, esse procedimento foi repetido para obtengcdo do grau de

expansao dos geis 10x2; 10x4; 10x5; 10x6; 12x1; 13x1; 14x1; 15x1, 20x1 e 20x5.

3.3 ANALISE TERMICA

No presente trabalho, a calorimetria exploratéria diferencial foi usada para verificar

as temperaturas de transicdo vitrea (Ty) e de degradagédo (Ty) dos géis de
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PNIPAAmM. A estabilidade térmica dos géis sintetizados e a degradagdo dos mesmos

foram investigadas por termogravimetria (TG).

Dentre os géis sintetizados, foi escolhido para a analise térmica o gel 10x1, por ser
um gel considerado referéncia, cuja estrutura, estabilidade térmica e mecanismo de
degradacgéao ja estdo bem descritos. O gel 10x6 foi escolhido por apresentar maior
quantidade de reticulante em sua estrutura em relagdo ao gel 10x1. Por sua vez, o
gel 20x1 foi escolhido por possuir maior quantidade de monémero em relagédo ao

10x1.

3.3.1 DETERMINAGAO DAS TEMPERATURAS DE TRANSIGAO VITREA E DE
DEGRADAGAO VIA CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

(DSC)

Para a determinagdo da temperatura de transigéo vitrea (Ty) e da temperatura de
degradacgao (Tg), utilizou-se equipamento DSC 50 SHIMADZU, acoplado a um
analisador térmico Shimadzu TA-501. Primeiramente, amostras de cada um dos géis

secos passaram por um processo de tratamento térmico para retirada de umidade.

O procedimento para o tratamento térmico foi realizado no préprio equipamento de
DSC com as seguintes condi¢cbes: massa de 5,0 a 10,0mg de gel, faixa de
temperatura da varredura de Tampiente @ 100°C, mantendo-se a 100°C por 30 minutos
e taxa de aquecimento de 20°C/min. Os géis secos, previamente lavados e cortados,
foram colocados em células de aluminio seladas. O fluxo de nitrogénio seco foi

fixado em 20mL/min.
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Apds 30 minutos a temperatura de 100°C, a amostra foi resfriada naturalmente até a
temperatura ambiente e novamente pesada, para, logo em seguida, ser submetida a

nova analise no DSC para determinag&o de Ty e Tg.

Entéo, a analise no DSC foi feita com razdo de aquecimento de 20°C/min, atmosfera
de nitrogénio seco com fluxo de 20mL/min, faixa de Tampiente até 500°C, uma célula

de aluminio contendo a amostra e outra vazia como referéncia.

3.3.2 DETERMINAGAO DA ESTABILIDADE E DEGRADAGAO TERMICA VIA

TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A analise de termogravimetria foi realizada em equipamento Shimadzu TGA-50 para
verificar a variagdo de massa com o aumento da temperatura e a degradagéo
térmica dos géis. Primeiramente, realizou-se uma corrida inicial em célula de platina,
a uma taxa de aquecimento de 20°C/min, de Tampbiente até 100°C, atmosfera de
nitrogénio seco, com fluxo de 20mL/min, com intuito de retirar umidade e impurezas
volateis. Posteriormente, realizou-se o teste, a mesma taxa de aquecimento, de
Tambiente at€ 600°C, em célula de platina e atmosfera de nitrogénio seco a uma vazéao

de 20mL/min.

3.4 PREPARAGAO DO SORO DO LEITE

O soro doce, em p6 desnatado, proveniente da fabricagdo de queijo, utilizado neste

trabalho foi doado pela empresa Sooro (Marechal Candido Rondon, Parana).
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Utilizou-se soro em pé por ser a forma mais estavel e homogénea do soro do leite,
contendo todos os constituintes nas mesmas proporgdes relativas ao soro original.
Além disso, pode ser armazenado por um tempo maior (12 meses) sem danos as
suas propriedades fisicas ou nutricionais, minimizando, dessa forma, o fator

microbioldgico e reduzindo os custos de transporte e armazenamento.

As caracteristicas fisico-quimicas do soro, retiradas da especificacdo técnica do
fabricante, estdo representadas na Tabela 3-3. Ja as informacgdes nutricionais e 0s
parametros microbioldgicos podem ser visualizados, respectivamente, na Tabela 3-4

e na Tabela 3-5.

Tabela 3-3 — Parametros Fisico-Quimicos do Soro de Leite em P6 - Sooro

Parametros Fisico-Quimicos
Umidade Maximo 3%
Acidez (acido latico) Maximo 2,0%"
Gordura Maximo 1,5%
Insolubilidade Maximo 1 mL
pH (solugéo 10%) 6,0-7,0
Cinzas (sais minerais) Maximo 6%
Proteinas Minimo 10%*
Lactose 75 - 78%*
Cloretos (NaCl) Maximo 1,9%

1 Método C — IN 68/2006 — MAPA
*Percentual massico



74

Tabela 3-4 — Informagoes Nutricionais do Soro de Leite em P6 — Sooro

Informagoes Nutricionais — Porgao de 100 g
Calorias 360 kcal
Carboidratos 78 g
Proteinas 1149
Gorduras Totais 109
Gorduras Saturadas 0,5¢
Gorduras Trans 0,0g
Colesterol 6 mg
Célcio 675 mg
Ferro 0,90 mg
Sédio 630 mg

Tabela 3-5 — Parametros Microbiolégicos do Soro de Leite em P6 — Sooro

Parametros Microbiolégicos

Aerdbios Mesofilos

Max 5x10* UFC/g

Coliformes Totais

Max 1x102 UFC/g

Coliformes Fecais

Max 1x10' UFC/g

St. Aureus Max 1x102 UFC/g
Bolores e Leveduras Max 5x10" UFC/g
Salmonella (259) Ausente*

Bacillus cereus Max 1x10° UFC/g

* Analise semestral

Para a realizacdo dos experimentos, o soro em po6 foi reconstituido por meio de
dissolugdo manual em agua Milli-Q plus na temperatura ambiente. Para isso, foram
pesados 0,5g de soro em balanga analitica. A massa de soro foi colocada em um
béquer, contendo 10mL de agua, e, entédo, agitada com um bastao de vidro. Apds
obter uma boa dissolugao, a solugao foi transferida para um baldo volumétrico de
50mL, tendo seu volume aferido. Assim, a solugéo foi agitada manualmente, sendo

conservada em geladeira.
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Na etapa de concentragdo do soro, o volume inicial a ser concentrado foi de 50mL,

contendo 0,5g soro em 50mL de solugéo.

3.5 PROCESSO DE CONCENTRAGAO DAS PROTEINAS DO SORO

DO LEITE UTILIZANDO GEL TERMOSSENSIVEL

Os géis PNIPAAmM 20x5, apos serem retirados secos da estufa, foram colocados em
contato com o soro durante vinte e quatro horas, a diferentes temperaturas. Ao
expandir, o gel absorveu grande parte da agua, lactose e sais, moléculas de baixo
peso molecular. O soro resultante, mais concentrado em proteinas, foi entao
separado do gel expandido, por meio de peneiramento, sendo armazenado para
possiveis reutilizagdes. O gel expandido, por sua vez, foi submetido a um processo
de recuperacgéo, que consistiu na elevagao da temperatura a 60°C, durante 24 horas,
resultando na contragdo do gel, com consequente liberagdo das moléculas

absorvidas.

Entre os principais fatores capazes de alterar a eficiéncia de extragdo, destacam-se
a relagdo massa de gel/volume de soro, a temperatura do experimento, a estrutura
do gel sintetizado e o numero de ciclos utilizados no processo. A metodologia para
avaliagao da influéncia desses parametros na eficiéncia de extracao sera discutida

nos subitens subsequentes.

3.5.1 ESTUDO DAS RELAGOES MASSA DE GEL/VOLUME DE SORO
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Os experimentos descritos a seguir tiveram por objetivo mostrar a influéncia das
relacbes massa de gel/volume de soro (R) sobre as eficiéncias de extragdo, com

intuito de determinar uma relagao R otimizada para o processo em questao.

Para isso, adicionou-se 0,5g de gel 20x5 a 50mL de solugdo de soro reconstituido,
contendo 0,5g de soro em po. A solugao foi mantida por 24 horas a uma temperatura
de 5°C, em banho termostatico. Feito isso, a solugdo, juntamente com o gel, foi
peneirada, separando-se em solu¢do passante e gel. O procedimento foi repetido,
variando-se apenas a quantidade de gel, para os valores de 1,0g, 1,59 e 2,0g. A
solugdo passante, concentrada em proteinas, foi armazenada em recipiente de

vidro, para posterior dosagem de proteinas.

Ja o gel, retido durante o processo de peneiramento, foi, para todos os
experimentos, transferido para um béquer, contendo agua, e aquecido a 60°C, para
contracdo e consequente liberacdo das moléculas presentes em seu interior.
Posteriormente, para a lavagem do gel, esse, ainda contraido, foi transferido para
um béquer contendo 50mL de agua Milli-Q e deixado em repouso para expandir,
durante 24h. Apés essa lavagem, o gel expandido, foi secado em estufa, a 60°C por

24 horas.

3.5.2 ESTUDO DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA

Posteriormente, para estudo da influéncia da temperatura na eficiéncia de extracao,

realizou-se o procedimento acima descrito, com as mesmas propor¢coes de massa
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de gel 20x5 para volume de soro, variando-se apenas a temperatura, que antes era

de 5°C, para 20°C.

A solugdo passante foi também armazenada em recipiente de vidro, sendo
posteriormente destinada ao mesmo método de dosagem de proteinas.
Adicionalmente, foi empregado o mesmo método para recuperagao do gel, visando

sua reutilizagao.

3.5.3 ESTUDO DA EFICIENCIA DE SEPARAGAO COM A UTILIZAGAO DE

GEIS COM DIFERENTES PROPORGOES MONOMERO/RETICULANTE

Foi empregado o mesmo procedimento descrito no item 3.5.1, utilizando 2g de gel.
No entanto, com o intuito de se analisar a influéncia do tipo de gel sobre a eficiéncia
de extragdo, trabalhou-se com o gel 10x1. Dessa forma, foram realizados dois
experimentos, um a 5°C e outro a 20°C em banho termostatico, nos quais 2g de gel
10x1 foram colocados em contato com solugbées de 50 mL, contendo 0,5 g de soro

cada uma, durante 24 horas.

3.5.4 PROCESSO DE CONCENTRAGAO EM CICLOS DE SEPARAGCAO

Para a simulagao da concentracdo das proteinas do soro em ciclos de separacéo,
considerou-se massa inicial de 20L de solugéo de soro, com concentracao 1,712g/L
de proteina. 1kg de gel 20x5 foi adicionado. Apds expanséo a 5°C, por 24 horas, 0
soro foi separado da solugdo mais concentrada. A esta solucdo foram adicionados

0,5kg de gel 20x5. Apds expansdo a 5°C, por 24 horas, o soro foi separado da
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solucdo mais concentrada. O procedimento foi repetido contactando-se com a
solucdo cada vez mais concentrada, sucessivamente, 0,25; 0,125 e 0,0625kg de gel
20x5. A simulagao dos ciclos de concentragao foi feita considerando-se eficiéncia de

separacao de 100%.

Para avaliar a influéncia da massa de gel nas concentragbes obtidas em ciclos de
separagao, o procedimento foi repetido partindo-se de 0,5kg de gel 20x5,
considerando-se eficiéncia de separacdo de 100%. Assim, sucessivamente,

acrescentou-se 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,03125kg de gel, conforme Figura 3-1.

Massa de Gel = M, Mo/2 M,= M,/2 3 M,/2 M,= M3/2

ll ﬂ ﬂ

20 L soro
Soro : Soro Soro Soro

Soro
Concentrado 1 Concentrado 2 Concentrado 3 Concentrado 4 ﬂ

U Concentrado

Final
Permeado 1 Permeado 2 Permeado 3 Permeado 4 Permeado 5

Figura 3-1 — Representacao esquematica do processo de concentragdo em ciclos via

gel termossensivel

O processo de concentragao em ciclos foi simulado em corrente cruzada, uma vez
que os géis nao foram reutilizados, ou seja, em cada ciclo eram adicionados géis

novos a solucao.

3.6 DETERMINAGAO DA PROTEINA TOTAL

A quantidade total de proteina nas amostras do concentrado e do permeado foi

determinada, em triplicata, pelo método de Lowry modificado (Lowry-BCA), utilizando
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o Kit da BioAgency. O principio do método baseia-se na redugdo do Cobre (Cu*? —
Cu”) pela proteina em um meio alcalino, combinada com a alta sensibilidade e
seletividade da detecgdo colorimétrica do cation de cobre (Cu*') utilizando um
reagente unico contendo acido bicinconinico (BCA). A coloragao purpura resultante
da reagao é formada pela interacdo de duas moléculas do reagente BCA com um
ion de cobre (Cu*'). Este complexo solUvel em &gua exibe uma alta absorbancia &
562nm com resultados aproximadamente lineares, permitindo a quantificacdo de
proteinas na faixa de 2 - 2.000pg mL™ quando medidas em um espectrofotdmetro ou

leitor de microplacas.

Primeiramente, prepararam-se cinco solugdes com concentragdo conhecida da
proteina BSA (1; 10; 25; 50 e 100 pg mL™"). A cada solucdo foram adicionados
200,0uL de uma mistura dos reagentes A (carbonato de sddio, bicarbonato de sédio,
acido bicinconinico e tartarato de sédio em 0,1mol L de hidréxido de sodio) e B
(sulfato de cobre 4%). Para cada dosagem de proteinas foram utilizadas 25,0uL de

amostra contendo o extrato protéico e 200,0uL da mistura dos reagentes A e B.

A placa de 96 pogos contendo as amostras e os padroes de BSA foi agitada
vagarosamente por 30 segundos e incubada por 30 minutos a 37°C. Posteriormente,
as amostras foram analisadas em espectrofotdbmetro Hach, modelo DR4000, sendo

as absorbancias determinadas a A = 562 nm.

As concentragdes de proteina foram determinadas por interpolagdo dos valores

obtidos na curva analitica preparada com padréao de proteina BSA.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo visa apresentar e discutir os resultados obtidos, dando enfoque a
obtencao dos géis de PNIPAAm, ao estudo do grau de expansdo massico desses, a

caracterizagao por analise térmica e a concentracao das proteinas do soro do leite.

4.1 OBTENGAO DOS GEIS DE POLI(N-ISOPROPILACRILAMIDA)

Os géis sintetizados apresentaram, no geral, consisténcia firme e coloragéo
transparente. A gelificacdo de todos os sistemas ocorreu em tempos variados,
conforme estudo de Silva Filho (SILVA FILHO, 2005). Com 24 horas de sintese,
tempo decorrido apds fechamento dos tubos de ensaio e sua colocagao no banho
ultratermostatico, todos os sistemas haviam gelificado. Este tempo relativamente
longo foi para garantir a incorporagao adicional de monémeros apds o ponto gel,
minimizando-se a quantidade de monbémeros residuais. Apdés a secagem, as
particulas de gel tornavam-se opacas, indicando a ocorréncia de separagdo de

fases, com consequente formagao de agregados poliméricos (‘clusters’).

Géis sintetizados com maior quantidade de monémeros totais e/ou de reticulante,
como o 10x6 e o 20x5, apresentaram-se mais quebradicos. Tal caracteristica pode
ser explicada pela maior rigidez desses sistemas. Quando se aumenta a
concentragdo de mondmeros totais na sintese, tem-se cadeias mais longas,

portanto, mais entrelagadas e, como consequéncia, mais rigidas. Maior
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concentracao de reticulante, desde que se traduza em maior densidade de ligagdes

cruzadas, também leva a géis mais rigidos.

4.2 MEDIDAS DO GRAU DE EXPANSAO MASSICO

O estudo do comportamento de expansao de diferentes hidrogéis em condigdes de
diferentes temperaturas permite analisar os tipos de interacbes existentes entre
polimero-polimero e polimero-solvente, responsaveis pelo valor do grau de

expansao no equilibrio de fases.

Para se determinar o grau de expansdo massico dos géis sintetizados, esses foram
colocados em banhos termostaticos, sendo mantidos por 24 horas para expandir em

temperaturas que variaram entre 5 e 55°C.

Os graus de expansao de cada tipo de gel para cada temperatura se encontram na
Tabela 4-1.

Tabela 4-1 - Valores do GEM para os géis em fungao da temperatura

GEM
5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C | 35°C | 45°C | 55°C
12x1 38,945| 34,500 29,182| 26,114| 21,458| 15,494 3,370| 2,162| 1,948
13x1 26,207 | 24,359 22,046| 19,526| 16,842 12,984 4,424| 3,003| 2,714
14x1 32,222 | 28,255 24,798| 22,126| 18,974| 14,070( 3,000| 2,275| 2,202
15x1 25495 22,710 20,248| 17,296| 14,876| 11,987 2,466| 1,883| 1,814
20x1 24,651 14,595 18,125| 16,049| 13,766| 10,516( 2,454| 2,171]| 1,803
10x1 44,016( 39,928| 37,595| 31,562 27,853 18,729| 3,072| 2,363 1,928
10x2 24,887 22,950 21,934| 18,974 15,805| 11,639 2,245| 2,046| 1,765
10x4 13,894 12,632 11,169| 10,339 8,947 6,618 2,824 2,083| 2,033
10x5 14,334 12,062 11,014| 10,211 8,400 6,698| 2,990 2,393| 2,089
10x6 10,925 9,292 8,770 7,584 6,574 5111 2,675 2,190| 2,026
20x5 10,671 9,052 7,101 5,028 3,729 3,012 1,903 1,634| 1,522

Géis
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Os dados relacionados ao procedimento e a obtencdo do grau de expansao

massico se encontram no Anexo |.

Nas Figuras 4-1 e 4-2 sdo apresentadas as curvas de expansao massica em fungao
da temperatura obtidas para os géis 20x5 e 10x1, respectivamente. As curvas de
expansao massica em fungao da temperatura para os outros géis sao apresentadas

no Anexo Il.
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Figura 4-1 - Grafico de expansao massica do Gel Poli(N-isopropilacrilamida) 20x5 em

fungao da temperatura
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Figura 4-2 - Grafico de expansao massica do Gel Poli(N-isopropilacrilamida) 10x1 em

fungao da temperatura
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A partir dos graficos de expansdo massica, conclui-se que os géis PNIPAAmM
apresentam comportamento analogo a sistemas com LCST e, por isso, em
temperaturas mais baixas as interagdes polimero-solvente sdo muito favorecidas e
0s geéis expandem mais. Um gel expandido pode ser entendido como um sistema
unifasico. Esse grau de expansdo vai diminuindo a medida que a temperatura
aumenta. A certa temperatura, por volta de 32°C, o comportamento termodinamico
do gel se altera, de forma que as interagbes polimero-solvente ndo sao mais
favoraveis e os valores de GEM sao reduzidos drasticamente, o que resulta na

contracao do gel, com consequente expulsdo do solvente.

A analise comparativa das Figuras 4.1 e 4.2 permite concluir, ainda, que ambos os
géis apresentam uma transicdo de fases descontinua, ou de primeira ordem, em

torno de 32°C, sendo tal transicdo mais pronunciada para o gel menos rigido (10x1).

Na Figura 4-3 estdo apresentados, na forma de grafico de barras, os valores de
GEM obtidos como fungdo da temperatura, para todos os géis sintetizados. As
temperaturas utilizadas variaram de 5°C até 55°C, temperatura na qual os valores

obtidos de GEM sao significativamente pequenos.
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Figura 4-3 — Valores de GEM para os géis a diferentes temperaturas

Dessa forma, a partir do grafico de barras, notou-se que, para todos os géis
analisados, o maior valor de GEM foi obtido a uma temperatura de 5°C. Logo, esse
valor 6timo de temperatura foi empregado para a analise dos géis. Assim, a Figura

4-4 apresenta o grau de expansao massico maximo (a 5°C) dos géis estudados.
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Figura 4-4 — Comportamento de Expansao de Géis PNIPAAM a 5°C
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Foi observado que, dentre os géis estudados, o gel 10x1 apresenta o maior grau de
expansao a 5°C. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de ser o sistema
com menor concentracdo de monémeros totais e de reticulante, resultando em um
gel com menor rigidez, com uma estrutura com maior movimento das cadeias
poliméricas, maior abertura dos poros e, consequentemente, maior capacidade de
absorgao de solvente. Termodinamicamente, pode-se entender a expansao do gel
como resultado de interagdes favoraveis polimero-solvente, resultando em um
abaixamento da energia livre de mistura. Por outro lado, a medida que o gel se
expande, ha um aumento da energia livre elastica como resultado da retirada do gel
de sua condi¢cao de equilibrio elastico. Sistemas obtidos a partir de uma menor
concentragdo de monbémeros apresentam cadeias menos longas, portanto menos
susceptiveis ao entrelagamento, consequentemente, menos rigidas. Sistemas
obtidos a partir de uma menor concentragédo de reticulante, traduzida, como ja dito,
em uma menor densidade de ligagbes cruzadas, também sdo menos rigidos. A
menor rigidez leva a uma menor oposigdo a expansdo, termodinamicamente

entendida como um dominio do termo de mistura sobre o termo elastico.

Corroborando tal linha de analise, o gel 20x5, com elevada concentragdo de
mondmeros totais e elevada concentragdo de reticulante, apresentou o menor grau
de expansdo massico, indicando um dominio do termo elastico sobre o termo de

mistura.

Portanto, entre os géis analisados, o 10x1 € o que possui a maior capacidade de
expansao. No entanto, considerando somente os testes de expansdo nada se pode

afirmar a respeito de sua seletividade. O gel 20x5, por sua vez, pelo fato de
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apresentar um pequeno valor de GEM, tende a ser, teoricamente, o mais seletivo.
Os géis 10x1 e 20x5, por apresentarem caracteristicas antagbnicas, foram os

escolhidos para serem usados na concentragao de proteinas.

4.3 CARACTERIZACAO DOS GEIS POR ANALISE TERMICA

Neste item sdo descritos os resultados obtidos a partir da utilizacdo da calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) para determinagdo das temperaturas de transigcéo
vitrea (Tg) e de degradacdo (T4). Além disso, sdo apresentados e discutidos os
resultados referentes a estabilidade e decomposicao térmica, obtidos a partir da

termogravimetria (TG).

4.3.1 DETERMINAGAO DAS TEMPERATURAS DE TRANSIGAO VITREA E DE
DEGRADAGAO VIA CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

(DSC)

Nas Figura 4-5, Figura 4-6 e Figura 4-7 sdo apresentadas as curvas DSC para
determinacao da Ty, obtidas, respectivamente, para os géis de PNIPAAmM 10x1, 10x6
e 20x1, na faixa de temperatura de ambiente a 500°C. A partir dessas curvas,
determinou-se a T4, que consiste no ponto médio da primeira mudanga abrupta de
inclinacdo da linha base. J& a temperatura de degradacédo (T4) consiste na

temperatura representada pelo pico do evento térmico das curvas de degradagéo.
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Figura 4-5 - Curva DSC para determinacédo da T, e da T4 do gel 10x1
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Figura 4-6 — Curvas DSC para determinacéo da T4 e da T4 do gel 10x6
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Figura 4-7 - Curva DSC para determinacéo da T, e da T4 do gel 20x1

A Tabela 4-2 compila os resultados de T4, T4 para os dois picos de degradagéo e

variagado de entalpia na degradagao para os géis analisados via DSC.

Tabela 4-2 - Temperaturas de transicao vitrea (Tg), de degradacéao (Tg) e variagao de

entalpia para dois picos de degradagado determinados via DSC para os

géis 10x1, 10x6 e 20x1

10x1 | 10x6 | 20x1

T,(°C) | 143 | 155 | 145

Ta1(°C) | 326 | 320 | 290

T2 (°C) | 425 | 420 | 425
AH, (J/g) | 3 60 2

AH, (JIg) | 329 | 370 | 399
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A partir das curvas obtidas no DSC, pode-se inferir que a degradagao do reticulante
ocorreu em temperaturas (Tq41) préximas de 300 °C, conforme se pode observar pelo
primeiro evento endotérmico, o que justifica o0 maior valor de variagéo de entalpia na

degradacéao, AH, de 60 J/g, observada para o gel 10x6.

Além disso, observou-se que o gel 10x6 possui a maior temperatura de transigéo
vitrea. Isso pode ser explicado devido a maior quantidade de reticulante desse gel, a
qual contribui para um maior numero de ligacdes entre as cadeias poliméricas,

tornando-o mais rigido, o que dificulta o movimento entre as cadeias.

Comparando-se os geéis 10x1 e 20x1, notou-se que ambos o0s géis apresentam
valores bastante préoximos para as temperaturas de transicdo vitrea e de
degradacgdo. No entanto, o gel 20x1 apresenta, no segundo evento endotérmico,
valor de entalpia de degradacdo cerca de 21% superior a do gel 10x1. Essa
diferenca pode ser explicada devido a maior quantidade de mondémero presente no
gel 20x1, sendo necessaria uma maior quantidade de energia para romper sua

estrutura.

4.3.2 DETERMINAGAO DA ESTABILIDADE E DEGRADAGAO TERMICA VIA

TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A analise termogravimétrica, iniciada a temperatura ambiente, terminou apenas para
uma temperatura de 600 °C. A curva da analise termogravimétrica para o gel 10x1
estd apresentada na Figura 4-8, enquanto pela Figura 4-9 observa-se o
comportamento térmico do gel 10x6. A Figura 4-10, por sua vez, apresenta a curva

relativa ao gel 20x1.
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Figura 4-8 - Curvas TG/DTG para o gel 10x1 de temperatura ambiente a 600°C
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Figura 4-9 - Curvas TG/DTG para o gel 10x6 de temperatura ambiente a 600°C



91

TGA
DITGA
% nr19/min
100.00 — 1200
40.00
50.00 Mid Point 395.6%10 \
Onset 364.36210 \"410. 710 1 200
Endset 425.8®10
Weight Loss -5.36&1® \
-98.31840 ‘ 1
\\ | 400
0.00 ]
0.00  100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Figura 4-10 - Curvas TG/DTG para o gel 20x1 de temperatura ambiente a 600°C

Os resultados para porcentagem de perda de massa e temperatura de maxima

degradacgéao estdo resumidos na Tabela 4-3.

Tabela 4-3 — Valores de porcentagem de perda de massa e temperatura maxima de

degradacao determinados via TG para os géis 10x1, 10x6 e 20x1

Gel % Perda de massa T max degradacio (°C)
10x1 100 408

10x6 96 382
20x1 98 411

Como a degradacdo dos trés géis ocorreu em temperaturas elevadas, a partir de

200 °C com Tmaxdegradagso Proximas de 400 °C, conclui-se que os geéis séo estaveis

termicamente.
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Como se pode observar, os valores de porcentagem de perda de massa para todos
os geéis foram proximos entre si e proximos a 100%, o que reflete a degradacéo dos
géis. Como os padrées de decomposigdo sao caracteristicos para cada tipo de
polimero, os termogramas obtidos podem ser usados como técnica de identificagdo

dos polimeros sintetizados.

4.4 CONCENTRAGAO DAS PROTEINAS DO SORO DO LEITE

Apds os testes de expansao e analise térmica, foram escolhidos os géis 20x5 e 10x1
para a realizagcdo de testes de concentragdo, visando determinar a seletividade
desses géis em solugbes de soro do leite, variando-se a relagdo massa de
gel/volume de solugdo, bem como a temperatura do processo. O gel 20x5 foi
escolhido por apresentar, entre todos os géis sintetizados, maior rigidez, resultado
das elevadas concentragdes relativas de monémeros totais e de agente reticulante.
Do ponto de vista do processo proposto para concentracdo de solugdes de
macromoléculas, sistemas com essa estrutura tendem a ser mais seletivos,
absorvendo espécies de baixa massa molecular, no caso em estudo, agua, lactose e
sais, e excluindo aquelas de maior massa molecular, no caso em estudo, as
proteinas do soro do leite. Para comparacéo, utilizou-se o gel 10x1, potencialmente
menos seletivo que o 20x5 por apresentar uma estrutura menos densa ou com poros
maiores, resultado de um menor entrelagcamento das cadeias adicionalmente a uma

menor densidade de reticulagao.
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Os resultados de seletividade foram expressos em termos do parametro de

eficiéncia de separacao (n), que € a medida do grau de excluséo do soluto, proteina,

pelo gel.

A quantidade de proteina total presente em cada amostra de concentrado foi
determinada, em triplicata, pelo método de Lowry modificado. A Figura 4-11 mostra
uma placa de Elisa exemplificativa contendo amostras (B1 a G10) e os pontos da
curva analitica (As a Aq2) que foram utilizados para a quantificagdo das proteinas
presentes nas amostras. As concentragdes de albumina (BSA) para construgcéo da

curva analitica foram de 1; 10; 25; 50 e 100ug mL™.
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Figura 4-11 — Dosagem de Proteina total pelo Método de Lowry Modificado

A placa de Elisa foi introduzida no espectrofotometro e foram feitas as medidas de
absorbancia das amostras e dos padrées. Uma curva analitica de calibracdo foi
construida com as medidas dos padrdes relacionando concentragcao x absorbancia
e, utilizando-se os parametros dessa curva, a concentracdo de proteina nas

amostras foi determinada, conforme demonstrado no Anexo lll.
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Como o método empregado para quantificagdo de proteina total é colorimétrico,
comparando-se a coloragao dos padroes utilizados para construcao da curva com as
amostras, pbéde-se, visualmente, estimar o teor de proteina em cada uma das

fragbes avaliadas.

A concentragdo média de proteinas totais, obtida pela dosagem em triplicata feita
em amostra de 50mL de solugéo de soro reconstituido, contendo 0,5g de soro, foi de
1,7g/L, conforme Tabela 4-4. Esse valor foi utilizado para comparagdo e
determinacdo da diferenca de concentragcdo entre essa amostra referéncia e as

amostras que entraram em contato com os géis.

Tabela 4-4 — Valores obtidos, média e desvio padrao para a amostra de referéncia

Valores obtidos (g/L) Média (g/L) 5:3:5'.2
1,7793 | 1,6452 1,6911 1,7122 0,0948

4.41 ESTUDO DAS RELAGOES MASSA DE GEL/VOLUME DE SORO

Com o objetivo de mostrar a influéncia das relagdes massa de gel/volume de soro
(R) sobre as eficiéncias de extracdo, como descrito no subitem 3.5.1 da metodologia,
quatro amostras diferentes, cada uma contendo 50mL de solugcdo de soro, foram
colocadas em contato, por 24 horas a 5°C, com diferentes quantidades de gel 20x5.
As massas de gel utilizadas foram 0,5g, 1,0g, 1,59 e 2,0g. Posteriormente, o

processo foi repetido para a temperatura de 20°C.
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Apds entrar em contato com diferentes quantidades do gel 20x5, a concentragao de

proteinas para cada amostra (Cs) foi medida e os resultados, em termos de teor de

proteina total, estdo apresentados na Tabela 4-5 e no Anexo IV.

Tabela 4-5 — Resultados da Dosagem de Proteinas pelo Método de Lowry Modificado

para a concentragdo com a utilizagédo do gel 20x5

Massa Cs Desvio
Soro |Temperatura|Massa Gel| Vigo R Ci(g/L) | média Padrao
(9) (°C) Seco (g) | (mL) (g/L) (g/L)
0,5 5 0,5 50 0,01 1,712 1,890 + 0,041
0,5 5 1 50 0,02 1,712 1,911 + 0,060
0,5 5 1,5 50 0,03 1,712 2,140 + 0,107
0,5 5 2 50 0,04 1,712 2,166 + 0,053
0,5 20 0,5 50 0,01 1,712 1,834 + 0,073
0,5 20 1 50 0,02 1,712 1,899 + 0,054
0,5 20 1,5 50 0,03 1,712 2,127 + 0,037
0,5 20 2 50 0,04 1,712 2,280 + 0,079

De acordo com a Figura 4-12, nota-se que os valores de concentragdo final para as

solugdes que entraram em contato com diferentes quantidades de gel aumentam,

para uma mesma temperatura, a medida que aumenta a quantidade de gel

adicionado. Quanto maior a relagdo massa de gel/volume de soro, maior a

concentracio final obtida, para uma mesma temperatura.
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Figura 4-12 — Resultados da Dosagem de Proteinas pelo Método de Lowry Modificado

para a concentragdo com a utilizagédo do gel 20x5
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Foram comparados os valores de concentragcdo das solugdes concentradas em
proteina (Cs) com o valor de concentragao de proteina da solugao referéncia de soro
(Ci), que nao entrou em contato com o gel, obtendo-se as porcentagens de aumento

de concentragao apresentadas na Tabela 4-6 e na Figura 4-13.

Tabela 4-6 — Porcentagem de diferenca de concentracao de proteinas entre as

solugoes concentradas e a referéncia de soro do leite.

Massa | Temperatura | Massa Gel| Ci Cf % Aumento de g::;’;g
Soro (g) (°C) Seco(g) | (g/L) | (g/L) | concentragcao média (%)
0

0,5 5 0,5 1,712 | 1,890 10,394 + 2,415
0,5 5 1,0 1,712 | 1,911 11,615 + 3,483
0,5 5 1,5 1,712 | 2,140 24,957 + 6,225
0,5 5 2,0 1,712 | 2,166 26,488 + 3,073
0,5 20 0,5 1,712 | 1,834 7,108 + 4,250
0,5 20 1,0 1,712 | 1,899 10,915 +3,172
0,5 20 1,5 1,712 | 2,127 24,214 + 2,180
0,5 20 2,0 1,712 | 2,280 33,182 + 4,630
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Figura 4-13 — Resultados da Dosagem de Proteinas pelo Método de Lowry Modificado

para o aumento de concentragdo com a utilizagédo do gel 20x5

Observou-se que quanto maior a relagdo massa de gel/volume de soro, maior o

aumento de concentragdo em proteinas da solugdo com a utilizagado do gel. Assim,
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conforme a Figura 4-14, notou-se que maiores aumentos de concentragéo foram

encontrados para a maior massa de gel, no caso 2g.

W O0,5 g de Gel Seco
W 1,0g de Gel Seco
[ 1,5g de Gel Seco
W 2,0g de Gel Seco

% Aumento da Concentragao

Temperatura(°C)

Figura 4-14 - Analise da Influéncia da Massa de Gel na Concentragdo de Proteinas

A partir dos resultados apresentados, observa-se que o gel 20x5 apresenta uma
seletividade em relagao as proteinas do soro do leite, tendo em vista 0 aumento da
concentracio de proteinas da solugao de soro de leite, em ambas as temperaturas e
em todas as relagdes massa de gel/volume de solucdo utilizadas. Considerando-se,
portanto, que ha uma seletividade, com um consequente aumento da concentragao,
a maior concentragdo obtida com o aumento da relagdo massa de gel/volume de
solugéo se justifica na medida em que, dado um certo grau de expansao massica,
uma maior massa de gel absorve uma maior quantidade de solugdo. Como ha uma
particdo, ou seja, o gel € seletivo, significa que essa maior quantidade de solugao
absorvida, composta principalmente por espécies de baixa massa molecular, implica

em uma maior concentracdo, em proteinas, da solugcao nao absorvida.
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Na Figura 4-15, como demonstragdo do balango de massa, pode ser observada a
variagao de volumes da solugao final obtida no processo de concentragdao com a

utilizacao de diferentes massas de gel.

W O0,5 g Gel Seco
M 1,0g Gel Seco

Volume (mL)

[1,5g Gel Seco
W 2,0g Gel Seco

Temperatura(°C)

Figura 4-15 — Volumes finais das solugdes de soro do leite obtidas no processo de
concentracio de proteinas com a utilizagao de massas diferentes de gel 20x5 e

temperaturas de 5°C e 20°C

Assim, conforme esperado em termos do balanco de massa, em solu¢ao de soro do
leite, quanto maior a massa adicionada de gel, menor o volume da solugdo

concentrada obtida.

Para determinar a seletividade do processo de concentragao via gel termossensivel
para cada amostra, ou seja, para medir o grau de exclusdo de proteinas pelo gel em
diferentes condicdes, foram calculadas as eficiéncias de separacao, n, apresentadas
na Tabela 4-7. O calculo foi feito dividindo-se a diferenca de concentragcao AC entre
a solugédo inicial C; e a solugdo concentrada C; pela diferenga maxima de

concentracdo, ACnax, obtida caso todas as moléculas de proteina presentes na
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solucao inicial figuem na solugcdo concentrada, conforme a equagdo 2.5 do item

2.5.3.

Tabela 4-7 - Analise da eficiéncia de separagao no processo de concentracao de

proteinas com a variagdo da massa de gel 20x5

Née:;ia Temperatura M(a-?-ZTa Visol | Visol Ci (o7 e At:jrzento n
@) (°C) Sg;o (mL) | (mL) | (g/L) | (g/L) concentragdo (%)
0,5 5 0,5 50 | 44 | 1,712 | 1,890 10,394 76,219
0,5 5 1,0 50 [38,5|1,712 | 1,911 11,615 38,884
0,5 5 1,5 50 | 36 | 1,712 | 2,140 24,957 64,176
0,5 5 2,0 50 | 30 | 1,712 | 2,166 26,488 39,733
0,5 20 0,5 50 | 46 | 1,712 | 1,834 7,108 81,746
0,5 20 1,0 50 [40,8 1,712 | 1,899 10,915 48,404
0,5 20 1,5 50 |35,2|1,712 | 2,127 24,214 57,589
0,5 20 2,0 50 [33,7 1,712 | 2,280 33,182 68,603

Uma eficiéncia de 100% significa que o gel ndo absorve proteina, isto é, as

proteinas do soro sdo completamente excluidas pelo gel. Ou seja, toda a expansao

do gel é resultado da absorgdo de solvente e outras espécies de baixa massa

molecular. Entretanto, se todas as espécies sdo absorvidas da mesma forma pelo

gel, no caso o soluto (proteina) e o solvente (dgua, sais e lactose), a eficiéncia de

separacgao € de 0%. Valores intermediarios entre 0 e 100% indicam um certo grau de

exclusdo das proteinas.

Os valores de eficiéncia de separacdo obtidos variaram entre 39,733%, com a

utilizagcado de 2,0g de gel a 5°C, e 81,746% com a utilizagdo de 0,5g de gel a 20°C,

com uma média igual a 59,419%, conforme Tabela 4-7 e Figura 4-16.
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MO0,5 g Gel Seco

W 1,0g Gel Seco

Eficiéncia(%)

[@1,5g Gel Seco
W2,0g Gel Seco

Temperatura(°C)

Figura 4-16 - Analise da eficiéncia de separagao no processo de concentragao de

proteinas com a variagdao da massa de gel 20x5

Maiores valores de eficiéncia de separagcao, 76,219% a 5°C e 81,746% a 20°C,

foram observados com a utilizacdo de uma menor quantidade de gel, 0,5g.

A analise dos resultados obtidos no que tange a seletividade demonstra que o gel
PNIPAAmM 20x5 exclui seletivamente espécies de elevada massa molecular, no caso
em estudo as proteinas do soro do leite, absorvendo preferencialmente as espécies
de baixa massa molecular. Como esse processo pode ser conduzido em
temperaturas baixas, abaixo da temperatura de transicdo de fases (= 32°C), no
presente estudo a 5°C e a 20°C, e nao submete o sistema a qualquer tipo de
“stress”, nao representa qualquer risco de perda de atividade das proteinas, aspecto

fundamental em qualquer processo de separagao aplicado a area bioldgica.

A grande variagao observada nos valores das eficiéncias de separagao obtidos, para
os sistemas estudados, esta, possivelmente, associada ao entranhamento de
proteinas na superficie do gel. Ou seja, proteinas que sao efetivamente excluidas do

gel, mas ndo sao detectadas na solugdo concentrada, pois, apesar de n&o terem
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sido absorvidas pelo gel, ficaram aderidas a sua superficie. Este comportamento
vem ao encontro do observado por Miranda (MIRANDA, 1990) na utilizagdo desse
sistema para a concentragdo de calicreina urinaria humana. As maiores eficiéncias
observadas quando se utilizou massas menores de gel (0,5g), em ambas as
temperaturas, corrobora a observacdo acima. Massa menor significa menos

particulas de gel, portanto, menor area superficial para entranhamento.

O método usado para a dosagem de proteinas possibilitou somente a quantificagao
de proteinas totais. Dessa forma, foi possivel observar que o gel 20x5 exclui
proteinas, mas nao é possivel afirmar que esse gel seja capaz de excluir os quatro
tipos de proteinas presentes em maior quantidade no soro do leite, quais sejam -
LG, a-LA, BSA e Imunoglobulinas. Assim, é possivel que esse gel, além de
concentrar proteinas, seja capaz de fraciona-las, isolando ou separando algumas
delas em fragbes distintas. Sugere-se a realizagdo de testes de identificagdo das
proteinas nas solugdes concentradas obtidas no presente trabalho. Além disso, se
verificado que o gel 20x5 n&o é capaz de separar as proteinas em fragdes distintas,
deve-se analisar a viabilidade de se sintetizar um gel mais fechado e seletivo
especificamente para um ou alguns dos tipos de proteina do soro. A utilizagdo de um
gel que fosse capaz de realizar o fracionamento das proteinas seria muito
interessante, devido as importantes propriedades funcionais e biolégicas de cada
proteina separadamente, propriedades essas que nao sao observadas nos

concentrados protéicos, em virtude das interacdes entre as diversas proteinas.
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4.4.2 ESTUDO DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA

Analisando-se as amostras que variaram apenas com a temperatura, notou-se que,
de acordo com a Figura 4-17, em trés dos quatro casos, uma maior concentragéo foi

alcancada para a temperatura de 5 °C.

35
30
25
20
15 m5°C
10
m20°C
O 1 T T 1
5 1 1,5 2

OI

w

% Aumento da Concentragao

Massa de Gel Seco (g)

Figura 4-17 — Analise da influéncia da temperatura na concentracao final de proteinas

da solugao apés uso do gel 20x5

De acordo com a Figura 4-18, em trés dos quatro casos, uma maior eficiéncia foi
alcangada para a temperatura de 20 °C, ndo havendo diferenga significativa nas

eficiéncias médias em cada uma das temperaturas.
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Massa de Gel Seco (g)

Figura 4-18 - Anadlise da eficiéncia de separagado no processo de concentragio de

proteinas com a temperatura
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Por sua vez, na Figura 4-19 sédo apresentados os valores de volumes finais das

solugdes, apds entrarem em contato com o gel 20x5.

m5°C
m20°C

Volume Final {mL)

0,5 1 1,5 2

Massa de Gel Seco (g)

Figura 4-19 — Volumes finais das solugdes de soro do leite obtidas no processo de
concentracao de proteinas com a utilizagao de massas diferentes de gel 20x5 e

temperaturas de 5°C e 20°C

Assim, em consonancia com os valores obtidos nos testes de expansdo em agua,
em soro do leite o gel 20x5 se expande mais a 5°C do que a 20°C, pois, para todos
os valores de massa de gel, os volumes medidos, apds a concentragao e retirada do
gel, foram menores para a expansao a 5°C, ou seja, a 5°C o gel expandiu mais,

resultando em uma solugédo concentrada com menor volume.

Os resultados obtidos para as diferentes temperaturas estudadas permitem registrar
que nao se observou qualquer mudanga significativa na eficiéncia média de
separagcao em fungdo da temperatura. Tal resultado se justifica, considerando-se
que a temperatura influencia, basicamente, no comportamento de fases do gel, ou
seja, quanto maior a temperatura, menor o grau de expansao, conforme discutido no

item 4.2.
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Considerando-se a utilizagdo em larga escala desse processo, tal resultado, a
independéncia da seletividade com a temperatura e a forte dependéncia do grau de
expansao com a temperatura, reveste-se de especial importancia na medida em que
aponta para a conducédo da etapa de concentracdo em temperaturas mais baixas,
usualmente mais adequadas aos sistemas biolégicos. Nessas temperaturas, como
ha uma maior expansdo do gel sem mudanga na seletividade, consegue-se uma

maior concentracdo da solucéo de alimentacao.

4.4.3 ESTUDO DA EFICIENCIA DE SEPARAGAO COM A UTILIZAGAO DE

GEIS COM DIFERENTES PROPORGOES MONOMERO/RETICULANTE

Os experimentos realizados com 2g de gel 10x1, tanto a 5°C, quanto a 20°C,
resultaram em expanséo do gel, absorvendo toda a solugdo de soro. Dessa forma,
nenhuma solugao concentrada em proteinas foi obtida, permitindo concluir que, nas
condigdes testadas, diferentemente do gel 20x5, o gel 10x1 n&o foi seletivo para a
exclusao de proteinas. Sugere-se a utilizagdo posterior de menores quantidades de
gel ou maior volume de solugdo de soro, para avaliar se € possivel obter alguma

seletividade e concentracdo com o gel 10x1.

4.4.4 SIMULAGAO DO PROCESSO DE CONCENTRAGAO EM CICLOS DE

SEPARAGAO

Ao se adicionar 1kg de gel 20x5 em 20L de soro, a 5°C, o gel se expande 10,671

vezes, de acordo com o grau de expansao massico obtido nos testes de expanséao
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para esse gel. Nessas condi¢gbes, ao se expandir, absorve 9,671 kg de agua e
solutos de baixa massa molecular, como lactose e sais. Considerando a eficiéncia
de 100%, ou seja, que nenhuma molécula de proteina foi para dentro do gel nem
para a superficie do mesmo, o volume obtido para a solu¢do concentrada resultante
do primeiro ciclo foi de 10,329L e a concentragéo de proteinas foi de 3,315g/L. Esta
solugdo mais concentrada que a inicial foi entdo colocada em contato com 0,5kg de
gel 20x5. Os valores de concentragao e volume da nova solugéo obtida, bem como

das solugdes obtidas nos demais ciclos encontram-se no fluxograma da Figura 4-20.

1 kg gel 0,5 kg gel 0,25 kg gel 0,125kg gel 0,0625 kg gel

20 L soro 10 3291 5,494 L 3 0761 1 867L 1 2621
2 g 3 C 10 42
C=1,712 g/L cfl =3,315 g/ Cr,=5,836 g/L 2= g/ =17,17 g/L Ce= 25,394 g/L

Gel expandldo Gel expandido Gel expandido Gel expandido Gel expandido
9,671L 4,836L 2,418L 1,209L 0,604 L

Figura 4-20 — Resultados obtidos a partir de simulagao partindo-se de 20 litros de soro
e 1kg de gel seco

Assim, apds cinco ciclos, a solugdo concentrada obtida apresentou volume de

1,262L e concentragao de proteinas de 25,394g/L.

Para comparacgao, realizou-se 0 mesmo procedimento com a utilizacdo de metade
da massa de gel 20x5, 0,5kg, a 5°C. O volume obtido apds cinco ciclos de
separacao foi de 10,631L e a concentragdo de proteinas da solugao final foi de
3,221g/L. Os volumes e concentragdes finais para cada ciclo encontram-se no

fluxograma da Figura 4-21.
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0,5 kg gel 0,25 kg gel 0,125 kg gel 0,0625 kg gel 0,03125kg gel

20L soro 15 1651 12 747 L 11 538L 10 933L 10,631L
—>| 1 5 | =)
C=1,712 g/L Cn=2,258 g/L 12=2,686 8/L = 2,968 g/L Cra=3,132 g/L Ce=3,221 g/L

Gel expandido Gel expandido Gel expandido Gel expandido Gel expandido
4,835L 2,418 1,209L 0,604L 0,302L

Figura 4-21 — Resultados obtidos a partir da simulagao partindo-se de 20 litros de soro
e 0,5 kg de gel seco

Dessa forma, pode-se concluir que a redugao significativa do volume de soro em
poucos ciclos, e o consequente aumento da concentragcdo com menos ciclos, requer
uma elevada relagdo massa de gel/volume de soro em cada ciclo. Assim, quanto
maior a quantidade de gel em cada ciclo, mais rapido o processo de concentragao.
Entretanto, para aplicagdo em larga escala, deve-se avaliar a viabilidade econdmica
associada a utilizacdo de maior massa de polimero e menos ciclos versus o custo
operacional de um maior numero de ciclos com menor quantidade de polimeros em

cada etapa.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

Os géis estudados foram PNIPAAmM, com diferentes porcentagens de mondémero e
de agente reticulante. Dessa forma, os géis sintetizados apresentaram diferentes

capacidades de expansao e de separacao.

Todos os géis apresentaram temperatura critica inferior. Assim, em temperaturas
mais baixas as interagdes polimero-solvente sdo muito favorecidas e os géis
expandem mais. Esse grau de expanséao vai diminuindo a medida que a temperatura
aumenta. A certa temperatura, por volta de 32°C, o comportamento termodinamico
do gel se altera, de forma que as interagbes polimero-solvente ndo sao mais
favoraveis, os valores de grau de expansao sao drasticamente reduzidos, o que

resulta na contragao do gel, expulsando a solucgao.

A contragdo de todos os géis sintetizados ocorreu entre 30 e 35°C, resultado
compativel com os dados da literatura para a transi¢ao de fases. Além disso, os géis
apresentaram um comportamento de expansao descontinuo, pois uma mudanca

infinitesimal da temperatura provocou uma enorme variagao no volume dos géis.

Para todos os géis analisados, o maior valor de GEM foi obtido a uma temperatura
de 5°C. O gel 10x1 apresentou os maiores valores de grau de expansao, e, portanto,
maior capacidade de absorver solvente. Esse comportamento pode ser explicado
pela baixa quantidade de mondmeros totais e de reticulante utilizada em sua

sintese, resultando numa estrutura com maior movimento das cadeias poliméricas,
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maior abertura dos poros e, consequentemente, maior capacidade de absorver

agua.

A medida que a quantidade de monémeros totais e de reticulante empregada na
sintese aumenta, as cadeias poliméricas se tornam mais firmes, os poros ficam
menores e 0 grau de expansao massico diminui. Desta forma, o gel 20x5, que
apresenta maior quantidade de monémeros totais e de reticulante, possui 0 menor

grau de expansao massico.

A caracterizagao,via calorimetria exploratéria diferencial e via termogravimetria, dos
géis obtidos, mostrou a significativa influéncia do reticulante na temperatura de
transicao vitrea, comparativamente a concentracdo de mondmeros totais. Este
resultado sugere que, apesar de ambas as variaveis, mondmeros totais e reticulante,
contribuirem para o termo elastico, a densidade de ligagbes cruzadas tem um efeito
mais significativo na rigidez dos géis. As elevadas temperaturas de degradagao

obtidas mostraram a estabilidade dos sistemas estudados.

Observou-se que quanto maior a relagdo massa de gel/volume de soro, maior a
concentracdo em proteinas da solugcdo final. Assim, maiores aumentos de
concentragdo foram encontrados para a maior massa de gel 20x5, no caso 2g. A
utilizagdo de uma maior massa de gel é interessante do ponto de vista de processos
industriais, uma vez que permite a obtencdo de maior concentracéo final com um
menor numero de etapas de concentracdo. No entanto, deve-se analisar o impacto

do uso de uma maior quantidade de polimeros no custo operacional da industria.
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Analisando-se as amostras que variaram apenas com a temperatura, concluiu-se
que maiores concentracdes das solucdes finais sdo alcangadas para a temperatura

de 5 °C.

Os resultados de seletividade foram expressos em termos do parametro de
eficiéncia de separacgao (n), que € a medida do grau de excluséo do soluto, proteina,
pelo gel. Os valores de eficiéncia de separagdo obtidos variaram entre 39,733%,
com a utilizagdo de 2,0g de gel a 5°C, e 81,746% com a utilizagdo de 0,5g de gel a
20°C. Os maiores valores de eficiéncia de separagao, 76,219% a 5°C e 81,746% a

20°C, foram obtidos com a utilizagdo de uma menor quantidade de gel, 0,5g.

Dessa forma, pode-se concluir que o gel 20x5, ao se expandir, exclui as moléculas
de proteina. Assim, esse gel é seletivo, a medida que absorve agua e solutos de
baixo peso molecular, enquanto exclui proteinas; podendo, portanto, ser utilizado

para obtencao de concentrados protéicos de soro lacteo.

Além disso, o método usado para a dosagem de proteinas possibilitou somente a
quantificacdo de proteinas totais. Dessa forma, foi possivel observar que o gel 20x5
exclui proteinas, mas nao € possivel afirmar que esse gel foi capaz de excluir os
quatro tipos de proteinas presentes em maior quantidade no soro do leite, quais
sejam B-LG, a-LA, BSA e Imunoglobulinas. Assim, é possivel que esse gel, além de
concentrar proteinas, seja capaz de fraciona-las, isolando ou separando algumas

delas em fragdes distintas.
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Para comparagao com o gel 20x5, utilizou-se o gel 10x1, por ser o mais aberto e de
maior capacidade de absorcao de solvente e solutos de baixa massa molecular.
Diferentemente do gel 20x5, nas condi¢des testadas, o gel 10x1 nao foi seletivo para
a exclusao de proteinas. Sugere-se a realizagao de testes posteriores com menores
massas de gel 10x1, ou maiores volumes de soro; bem como a realizagéo de testes
de seletividade com os demais géis sintetizados, com o objetivo de verificar qual a
menor quantidade de reticulante e monémero, ou qual a melhor estrutura polimérica,
que pode ser empregada na sintese para obtencdo de um gel que ndo absorve as

proteinas do soro.

Por meio dos resultados obtidos no processo de concentracdo em ciclos de
separagao, concluiu-se que a redugao significativa do volume de soro em poucos
ciclos, e o consequente aumento da concentragcdo com menor numero de ciclos,
requer uma elevada relagdo massa de gel/volume de soro em cada ciclo. Assim,
quanto maior a quantidade de gel em cada ciclo, mais rapido o processo de
separagao. Entretanto, para aplicagdo em larga escala, deve-se avaliar a viabilidade
econOmica associada a utilizacdo de maior massa de polimero e menos ciclos
versus o custo operacional de um maior numero de ciclos com menor quantidade de

polimeros em cada etapa.
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CAPITULO 6: SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS:

Como formas de prosseguimento do estudo apresentado neste trabalho, sdo

sugeridas as seguintes atividades:

e Separacdo das fragdes protéicas individuais presentes em maior
concentragdo no soro do leite (B-LG, a-LA, BSA e Ig) por meio de
fracionamento e purificagdo da solugcao protéica concentrada obtida com a
utilizacdo do gel 20x5.

* Realizagdo de analises fisico-quimicas e microbiolégicas nas amostras de
concentrado e de permeado.

* Recuperagado da lactose do permeado, visando gerar um produto com
elevada concentracdo e pureza de lactose, para ser usada em industrias
biotecnoldgica, farmacéutica e de alimentos.

* Recuperagédo de sais e da agua do permeado livre de proteinas e lactose,
visando a redugado da carga poluente do soro descartado pelos laticinios no
ambiente.

* Estudo cinético para avaliar a expansdo e consequente concentragcdo de
proteinas com o tempo, visando determinar qual o menor tempo necessario
para atingir a expansao e concentracdo maxima.

* Modelagem e otimizagao do processo de concentragao das proteinas do soro.

» Estudo da viabilidade econdmica para constru¢cao de uma planta industrial.
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ANEXO I:

OBTENGCAO DO GRAU DE EXPANSAO MASSICO.

Tabela Al-1 - Massa dos géis secos e expandidos a diferentes temperaturas

123

DADOS RELACIONADOS AO PROCEDIMENTO E A

Massa Massa de gel expandido (g)
Géis | gel seco | Massa |Massa | Massa | Massa [ Massa | Massa | Massa [ Massa | Massa

(9) 5°C 10°C | 15°C | 20°C | 25°C | 30°C | 35°C | 45°C | 55°C
12x1 0,508|19,784 17,526 | 14,824 | 13,266 | 10,901 7,871| 1,712 | 1,098 | 0,990
13x1 0,504 13,208 12,277 |11,111| 9,841| 8,488 6,544| 2234 | 1,518 | 1,372
14x1 0,502|16,175|14,184( 12,449 11,107 | 9,525 7,063| 1,512 | 1,148 | 1,111
15x1 0,50712,926 11,514 10,266 | 8,769| 7,542 6,077| 1,251 | 0,956 | 0,921
20x1 0,504|12,424| 7,356| 9,135| 8,089| 6,938 5,300| 1,241 | 1,098 | 0,913
10x1 0,500 22,008 19,964 | 18,798 | 15,781 | 13,927 9,365| 1,544 | 1,19 | 0,972
10x2 0,502112,493|11,521|11,011| 9,525| 7,934 5,843| 1,133 | 1,033 | 0,892
10x4 0,501| 6,961| 6,329| 5,596| 5,180| 4,482 3,316| 1,422 | 1,051 | 1,026
10x5 0,505| 7,239| 6,091| 5,562| 5,157 | 4,242 3,382| 1,513 | 1,211 | 1,058
10x6 0,505| 5,517| 4,692| 4,429| 3,830| 3,320 2,581| 1,354 | 1,109 | 1,026
20x5 0,500 5,336| 4,526| 3,551| 2,514| 1,865 1,506| 0,96 | 0,825 | 0,769
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ANEXO II: GRAFICOS DE EXPANSAO MASSICA DE GEIS PNIPAAM
EM FUNCAO DA TEMPERATURA

GEM

45
40
35
30
25
20
15
10

A

\

~—

10

20 30 40 50

Temperatura(°C)

60

Figura All-1 — Grafico de expansao massica do Gel N-isopropilacrilamida 12x1 em

fungao da temperatura
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Figura All-2 — Grafico de expansao massica do Gel N-isopropilacrilamida 13x1 em

fungao da temperatura
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Figura All-3 — Grafico de expansdao massica do Gel N-isopropilacrilamida 14x1 em

funcao da temperatura
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Figura All-4 — Grafico de expansdao massica do Gel N-isopropilacrilamida 15x1 em

funcao da temperatura
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Figura All-5 — Grafico de expansdao massica do Gel N-isopropilacrilamida 20x1 em

funcao da temperatura
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Figura All-6 — Grafico de expansdao massica do Gel N-isopropilacrilamida 10x1 em

funcao da temperatura
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Figura All-7 — Grafico de expansdao massica do Gel N-isopropilacrilamida 10x2 em

funcao da temperatura
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Figura All-8 — Grafico de expansdao massica do Gel N-isopropilacrilamida 10x4 em

funcao da temperatura
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Figura All-9 — Grafico de expansdao massica do Gel N-isopropilacrilamida 10x5 em

funcao da temperatura
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Figura All-10 — Grafico de expansdao massica do Gel N-isopropilacrilamida 10x6 em

funcao da temperatura
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funcao da temperatura
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ANEXO IIl - DOSAGEM DE PROTEINAS PELO METODO LOWRY
MODIFICADO

Tabela Alll-1 - Dados para a construgao da Curva Analitica para o Padrao de Proteinas

- i Absorbancia (562nm) .
Concentragao de Proteina (ug/ml) Média
Medida1 | Medida2 | Medida 3

0 0,147 0,126 0,131 0,135

1 0,163 0,155 0,161 0,160

10 0,381 0,564 0,445 0,463

25 1,034 1,009 1,006 1,017

50 1,676 1,695 1,686 1,686

100 2,715 2,826 2,795 2,779
3,5
3

2,5 y=0,0267x+0,2128
R?=0,9886

2
1,5

Absorbancia

1
0,5 /
0 -

0 20 40 60 80 100 120

Concentracdo de Proteina (ug/ ml)

Figura Alll-1 — Curva Analitica para o Padrao de Proteinas

Tabela Alll-2 - Determinacgao da absorbéancia de proteinas das amostras de A a H

Amostras AuSOIbdNGIallob2n) Absorbancia Média
Medida 1 | Medida 2 | Medida 3
A 1,443 1,485 1,495 1,474
B 1,446 1,525 1,494 1,488
C 1,582 1,720 1,621 1,641
D 1,625 1,655 1,695 1,658
E 1,395 1,490 1,425 1,437
F 1,458 1,522 1,461 1,480
G 1,604 1,649 1,645 1,633
H 1,675 1,775 1,755 1,735
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Tabela Alll-3 - Determinacao da concentragdao de proteinas nas amostras de A a H a

partir dos valores de absorbancia

Amostras Concentragao (g/L) Concentragao Média

Valor 1 | Valor 2 | Valor 3 (g/L)
A 1,843 1,906 1,921 1,890
B 1,847 1,966 1,919 1,911
C 2,051 2,258 2,110 2,140
D 2,116 2,161 2,221 2,166
E 1,771 1,913 1,816 1,834
F 1,865 1,961 1,869 1,899
G 2,084 2,152 2,146 2,127
H 2,191 2,340 2,310 2,280
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RESULTADOS PARA CONCENTRAGAO DE

PROTEINAS, AUMENTOS DE CONCENTRAGAO E EFICIENCIAS DE

SEPARAGAO

Tabela AlIV-1 — Resultados para Concentracao de Proteinas

Ci (g/L) | Cr(g/L) | Cra(gl/L) | Cr3(g/L) | Cs mepia (/L)
1,712 1,843 1,906 1,921 1,890
1,712 1,847 1,966 1,919 1,911
1,712 2,051 2,258 2,110 2,140
1,712 2,116 2,161 2,221 2,166
1,712 1,771 1,913 1,816 1,834
1,712 1,865 1,961 1,869 1,899
1,712 2,084 2,152 2,146 2,127
1,712 2,191 2,340 2,310 2,280

Tabela AlV-2 — Resultados para Aumento de Concentragdo de Proteinas

% Aumento de | % Aumento de | % Aumento de % Aumento de Desvio

concentracao 1 | concentragdo 2 | concentragao 3 | concentragao Média | Padrao (%)
7,652 11,327 12,202 10,394 + 2,415
7,914 14,827 12,115 11,619 + 3,483
19,815 31,891 23,228 24,978 + 6,225
23,578 26,203 29,704 26,495 + 3,073
3,451 11,764 6,077 7,097 + 4,250
8,964 14,565 9,183 10,904 + 3,172
21,740 25,678 25,328 24,249 + 2,180
27,953 36,704 34,954 33,204 + 4,630




Tabela AIV-3 — Resultados para Eficiéncia de Separacgéao
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Vi ' Eficiéncia 1 | Eficiéncia 2 Eficiéncia 3 | Eficiéncia média Desvio
(mL) | (mL) (%) (%) (%) (%) Padrao (%)
50,0 | 44,0 56,112 83,064 89,482 76,219 +17,707
50,0 | 38,5 26,495 49,639 40,557 38,897 + 11,661
50,0 | 36,0 50,953 82,006 59,729 64,229 + 16,008
50,0 | 30,0 35,367 39,305 44,555 39,742 + 4,610
50,0 | 46,0 39,689 135,292 69,880 81,621 + 48,870
50,0 | 40,8 39,754 64,591 40,725 48,357 + 14,068
50,0 | 35,2 51,707 61,072 60,240 57,673 + 5,184
50,0 | 33,7 57,793 75,885 72,267 68,648 + 9,573




